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ABSTRACT 

 

The Study of indicater species identity of Mango CV. Namdokmai and evolutionary relationships 

compared other cultivars by nucleotide sequence analysis of rbcl gene to indicate the 

characteristics of the cultivars. The study show rbcl nucleotide sequence of Namdokmai and 

compared with the other five cultivars, This research have found countless rbcl nucleotide 

sequence of Namdokmai is different from most the other cultivars. The study found that the 

sequence nucleotide the 484 nucleotide. In addition, The phylogenetic analysis to be efficient by 

other genes must be involved as atpF-atpH spacer, matK, rpoB come together to analyze the 

genetic relationship is so much more effective. And useful knowledge to improve the genetic of 

plant. 
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บทที  1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

มะม่วง พนัธ์ุนํ! าดอกไมเ้ป็นมะม่วงที"ประเทศไทยประสบความสําเร็จในการส่งออกมาก

ที"สุด และเป็นที"ยอมรับของผูบ้ริโภคทั"วทุกมุมโลก โดยมีญี"ปุ่นเป็นตลาดหลกั แต่ ปัจจุบนัมะม่วง

นํ! าดอกไม้โดยเฉพาะนํ! าดอกไม้สีทอง สามารถเข้าไปมีส่วนแบ่งใน ตลาดยุโรป นิวซีแลนด ์

สหรัฐอเมริกา สาธารณรัฐประชาชนจีน ฯลฯ โดย เฉพาะ สาธารณรัฐประชาชนจีน มีตวัเลขการ

สั"งซื!อมะม่วงนํ! าดอกไมสี้ทองจากประเทศไทย เพิ"มขึ!นเป็นจาํนวนมาก เพราะจีนจะนิยมผลไมที้"มี

เป็นมงคล เช่น สีแดง หรือสี เหลืองทอง ดงันั!นจึงเป็นโอกาสดีที"ประเทศไทยจะตอ้งชิงความเป็น

ผูน้าํดา้นการ ตลาดมะม่วงนํ!าดอกไมสี้ดอกไมสี้ทองในจีนใหเ้ป็นที"นิยมแพร่หลายมากขึ!น 

ขอ้มูลทั"วไป 

ชื"อวทิยาศาสตร์ : Manaifera Indica Linn. 

ชื"อทอ้งถิ"น : มะม่วงนํ!าดอกไม,้ มะม่วงมนัขนุศรี 

ชื"อสามญั : มะม่วงนํ!าดอกไม ้(Mango Tree), มะม่วงมนัขนุศรี  

วงศ ์  : Anacardiaceae 

สกุล  : Manaifera 

ชนิด  : Indica 

ขอ้มูลเทียบเคียงตวัอยา่ง : ไมย้นืตน้ 

รูปร่าง/ลกัษณะ : มะม่วงนํ! าดอกไมเ้ป็นมะม่วงประเภทรับประทานสุก ใบใหญ่เป็นคลื"น 

ทรงพุ่มโปร่ง ผลมีขนาดใหญ่ หนักประมาณ #$$ กรัม ผลอว้นเกือบกลมหัวใหญ่ปลายแหลม ผล

ค่อนขา้งยาว เนื!อมาก เมล็ดเล็ก มีผวิบาง เมื"อดิบมีรสเปรี! ยว ผวิสีเขียวนวล เนื!อแน่น เมื"อผลสุกมีผวิสี

เหลือง กลิ"นหอม เนื!อละเอียดมีเสี! ยนน้อย รสหวาน, มะม่วงเขียวเสวยเป็นไมย้ืนตน้ขนาดกลางถึง

ขนาดใหญ่ สูงประมาณ %$–&$ ม. ใบ ใบเดี"ยวสีเขียว ขอบใบเรียบ ฐานใบมน ปลายใบแหลม ดอก

เป็นช่อ กลีบดอกมี ' กลีบ เกสรสีแดง ผลดิบสีเขียว รสเปรี! ยวและหวานมนั เมื"อสุกเปลี"ยนเป็นสี

เหลือง หรือเหลืองส้ม, มะม่วงเขียวเสวยเป็นไมย้ืนตน้ขนาดกลางถึงขนาดใหญ่ สูงประมาณ %$–&$ 

ม. ใบ ใบเดี"ยวสีเขียว ขอบใบเรียบ ฐานใบมน ปลายใบแหลม ดอกเป็นช่อ กลีบดอกมี ' กลีบ เกสรสี
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แดง ผลรูปไข่กลบั ตรงใกล้ขั!วจะมีติ"งยื"นออกมาคล้ายนอแรด ผิวเปลือกสีเขียวเขม้ เนื!อสีขาวอม

เขียว ผลดิบมีรสเปรี! ยว ผลสุกมีรสหวาน, ตน้ สูง %$-)$ ม. แตกกิ"งกา้นสาขาเยอะ ใบเป็นใบเดี"ยว 

ออกเรียงสลบัเป็นคู่ๆ รอบกิ"งกา้นจาํนวนมากบริเวณปลายกิ"ง ใบเป็นรูปใบหอก ปลายแหลม โคน

มน สีเขียวสด ดอก ออกเป็นช่อแบบเชิงลดที"ปลายยอด แต่ละช่อประกอบดว้ยดอกย่อยขนาดเล็ก

จาํนวนมาก ดอกเป็นสีเหลืองนวล มีกลิ"นหอมอ่อนๆ ผลเป็นรูปกลมรีและยาว ปลายผลจะเรียว

แหลมและงอนมาก  

ในปัจจุบนั การบ่งชี!ชนิดพนัธ์ุของสิ"งมีชีวติมีความสาํคญัเป็นอยา่งมาก เนื"องจากสิ"งมีชีวติมี
การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมไดอ้ยา่งไม่จาํกดั การให้ผลผลิตทางการเกษตรจึงตอ้งคาํนึงถึง
ลักษณะทางพันธุกรรมเป็นอันดับต้นๆ เนื" องจากการระบุนิดของพืชโดยใช้ลักษณะทาง
อนุกรมวิธาน มกัให้ความแม่นยาํได้ในวงจาํกัด ดังนั! นการศึกษาทางด้านพนัธุศาสตร์ในระดับ
โมเลกุลจึงมีบทบาทสาํคญัในการจาํแนกหรือระบุความแตกต่างของสิ"งมีชีวติไดอ้ยา่งแม่นยาํกวา่ 

การศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์ในระดบัโมเลกุล เป็นการศึกษาถึงความแตกต่างของยนีที"ทาํ
หนา้ที"ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่างๆ ของสิ"งมีชีวิต การศึกษานี! มีประโยชน์อยา่งมากที"จะ
นาํมาใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช การใชเ้ป็นเครื"องหมายในการตรวจสอบในระดบัยีนหรือดีเอ็นเอ 

เช่น ใช้เป็นเครื"องหมายในการคดัเลือก  (marker-assisted selection) การจาํแนกสายพนัธ์ุพืช เพื"อ
ตรวจสอบความบริสุทธิ* ของสายพนัธ์ุ การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธ์ุ เพื"อ
การรวบรวมพันธ์ุ  การทําแผนที"ทางพันธุกรรม  (genetic mapping) การหาตําแหน่งยีน  (gene 

tagging) เป็นการใชเ้ครื"องหมายโมเลกุลในการกาํหนดตาํแหน่งบนจีโนม 

DNA barcode เป็นวิธีการทางชีววิทยาระดบัโมเลกุลไดถู้กพฒันาขึ!นมาเพื"อใช้ในการระบุ
ชนิดหรือกลุ่มของสิ"งมีชีวิตภายในเวลาอนัรวดเร็ว วิธีการนี! อาศยัหลกัการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ
ไทด์ของสายดีเอ็นเอในบริเวณที"เรียกว่า ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตวัอย่างสิ" งมีชีวิตที"ยงัไม่ทราบชื"อ 

แล้วนําลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"ได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของสิ"งมีชีวิตที"
ทราบชื"อวิทยาศาสตร์แลว้ บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที"นาํมาใชเ้ปรียบเทียบนั!น อาจเป็นบริเวณเดียว
หรือ  2-3 บริเวณ  แต่ต้องมีความยาวไม่มากและเป็นบริเวณเดียวกับชนิดอื"นๆ  ที"ต้องการใช้
เปรียบเทียบกนั วิธีการสร้างระบบ DNA barcode จะช่วยให้ระบุชื"อสิ" งมีชีวิตไดจ้ากทุกระยะของ
การเจริญ รวมถึง ในสภาพที"เป็นชิ!นส่วนขนาดเล็ก ทั!งที"เป็นตวัอย่างสดและตวัอย่างที"ถูกรักษา
สภาพไว  ้ซึ" งจะเป็นประโยชน์อย่างมากต่อนักอนุกรมวิธานและบุคคลทั"วไปที"ไม่มีความชาํนาญ
ทางดา้นอนุกรมวิธานและสามารถนาํไปประยุกตใ์ช้กบัศาสตร์สาขาอื"นได ้เช่น การศึกษาทางดา้น
นิเวศวทิยา นิติวทิยาศาสตร์และการตรวจสอบผลิตภณัฑท์างชีวภาพและเภสัชภณัฑ์ 



 3 

ยี น  rbcl (ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit) ใ น พื ช มี
หลากหลายขนาด เช่น 1,428, 1,431 หรือ 1,434 คู่ เบส เป็นยีนที"ไม่มีอินทรอน (intron) สอดแทรก
อยู่ ภายใน เมื"อลอกรหัส (transcription) และแปลรหัสจะ ได้หน่วยย่อยขนาดใหญ่ (large subunit) 

ข อ งเอ น ไ ซ ม์  รู บิ ส โก  (rubisco) ห รือ  ribulose-bisphosphate carboxylase/oxygenase มี ห น้ าที"
เกี"ยวขอ้งกบัการ ตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ (carbon dioxide fixation) ในกระบวนการสังเคราะห์ดว้ย
แสง (photosyntesis) มีรายงานว่าการใช้ยีน matK ร่วมกบั rbcl เป็นรหัส แท่งดีเอ็นเอจะท าให้การ
จดักลุ่มและการพิสูจน์ เอกลกัษณ์ชดัเจนขึ!น (Plunkett et, al. 1997) ดงันั!นการวิจยัครั! งนี! จึงใช้ลาํดบั
นิวคลีโอไทดข์องยนี rbcl ในการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของมะม่วงนํ!าดอกไมแ้ละมะม่วงพนัธ์ุอื"นๆ 
เพื"อหาความแตกต่างของนิวคลีโอไทดข์องยนี rbcl มะม่วงแต่ละพนัธ์ุสาํหรับใชใ้นการจาํแนกพนัธ์ุ 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

 1. เพื"อวิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcl จากมะม่วงพนัธ์ุนํ! าดอกไมแ้ละมะม่วง
พัน ธ์ุ อื"นๆ  โดยการสกัดดีเอ็น เอและเพิ"มปริมาณ ยีน  rbcl ด้วยปฏิกิ ริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(polymerase chain reaction) และหาลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค DNA sequencing  

 2. เพื"อเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcl จากมะม่วงพนัธ์ุนํ! าดอกไมแ้ละมะม่วง
พนัธ์ุอื"นๆ เพื"อหาความแตกต่างและลาํดบัที"เฉพาะเจาะจงของลาํดบัยนี rbcl ของมะม่วงนํ!าดอกไม ้

1.3 ประโยชน์ที คาดว่าจะได้รับ 

1.สามารถทราบถึงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี rbcl ในมะม่วงนํ!าดอกไม ้

2. เป็นขอ้มูลในการใชจ้าํแนกมะม่วงนํ! าดอกไมอ้อกจากตน้พนัธ์ุมะม่วงชนิดอื"นได ้หรือใช้
ตรวจสอบการปลอมปนกบัมะม่วงพนัธ์ุอื"น 

1.4 ขอบเขตของการวจัิย 

% การทดลองนี!ใชม้ะม่วงพนัธ์ุนํ!าดอกไมใ้นพื!นตาํบลดงมูลเหล็ก อ.เมือง จ.เพชรบูรณ์  
2. การสกดัจีโนมิกส์ดีเอน็เอมะม่วงพนัธ์ุนํ!าดอกไม ้ 

3. คดัเลือกไพร์เมอร์จากการออกแบบดว้ยโปรแกรม primer3 ร่วมกบัการสืบคน้ขอ้มูลไพร
เมอร์ของยนี rbcl จากงานวจิยัที"ผา่นมา 

4. เพิ"มปริมาณดีเอน็เอบริเวณยนี rbcl ดว้ยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)  
5. ส่งตวัอย่างดีเอ็นเอเพื"อวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอของมะม่วง ด้วย

เทคนิค DNA sequencing 

1.5 ขอบเขตระยะเวลา 

 ระยะเวลาในการทํางานวิจยั เริ" มทําการศึกษาตั! งแต่เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2557 ถึง เดือน 
กนัยายน พ.ศ. 2558 



 

 

 บทที  2  

วรรณกรรมและงานวจัิยที เกี ยวข้อง 

 

2.1 ข้อมูลทั วไปเกี ยวกบัมะม่วงนํ"าดอกไม้ 

ลกัษณะทั วไปของมะม่วงนํ"าดอกไม้ 

มะม่วง พนัธ์ุนํ! าดอกไมเ้ป็นมะม่วงที"ประเทศไทยประสบความสําเร็จในการส่งออกมากที"สุด 
และเป็นที"ยอมรับของผูบ้ริโภคทั"วทุกมุมโลก โดยมีญี"ปุ่นเป็นตลาดหลกั แต่ ปัจจุบนัมะม่วงนํ!าดอกไม้
โดยเฉพาะนํ! าดอกไม้สีทอง สามารถเข้าไปมีส่วนแบ่งใน ตลาดยุโรป นิวซีแลนด์ สหรัฐอเมริกา 
สาธารณรัฐประชาชนจีน ฯลฯ  โดย เฉพาะ สาธารณรัฐประชาชนจีน มีตัวเลขการสั"งซื! อมะม่วง
นํ!าดอกไมสี้ทองจากประเทศไทย เพิ"มขึ!นเป็นจาํนวนมาก เพราะจีนจะนิยมผลไมที้"มีเป็นมงคล เช่น สี
แดง หรือสี เหลืองทอง ดงันั!นจึงเป็นโอกาสดีที"ประเทศไทยจะตอ้งชิงความเป็นผูน้าํดา้นการ ตลาด
มะม่วงนํ!าดอกไมสี้ดอกไมสี้ทองในจีนใหเ้ป็นที"นิยมแพร่หลายมากขึ!น 

อนุกรมวธิานของมะม่วงนํ"าดอกไม้ 

มะม่วงนํ!าดอกไมมี้ชื"อวทิยาศาสตร์วา่  Manaifera Indica Linn. ชื"อทอ้งถิ"นคือ มะม่วง

นํ!าดอกไม ้และชื"อสามญัวา่ มะม่วงนํ!าดอกไม ้(Mango Tree) อยูใ่นวงศ ์ Anacardiaceae สกุล

Manaifera ชนิด Indica ลกัษณะทั"วไปเป็น ไมย้นืตน้  

แหล่งกาํเนิดมะม่วง (Mangifera indica) และมะม่วงป่า พบวา่ พบฟอสซิลใบไมค้ลา้ยมะม่วง 
ที"คาดว่าเก่าแก่ที"สุด  มีอายุประมาณ #$-%$ ล้านปี ถูกคน้พบที"ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของอินเดีย 
และตั!งชื"อว่า Eomangiferophyllum damalgiriensis และล่าสุดที"เหมืองถ่านหินในบ้านป่าคา อ.ลี!  จ.
ลาํพูน ฟอสซิลใบไมอ้ายปุระมาณสมยัโอลิโกซีนตอนปลาย ถึงสมยัไมโอซีน หรือประมาณ &' ลา้นปี 
ไดถู้กคน้พบอีก หลงัจากการวิเคราะห์ลกัษณะของใบ ฟอสซิลใบไมเ้หล่านี! ไดถู้กจาํแนกออกเป็น ) 
ชนิด ในสกุลมะม่วง และไดใ้หชื้"อในเบื!องตน้วา่ Mangifera Paleo indica  ซึ" งลกัษณะคลา้ยกบัมะม่วง
ชนิดที"ปลูกมาก M. intermedia และ M. buchananioides (เพราะใบคล้ายใบของต้นไม้ชนิดหนึ" งใน
สกุล Buchanania  ของวงศ์มะม่วง (Anacardiaceae) และจากฟอสซิลที"พบ คาดว่ามะม่วงน่าจะมีจุด
กาํเนิดบริเวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของอินเดีย เรื"อยมาถึงภาคเหนือของพม่า และภาคเหนือของ
ไทย และไดแ้พร่กระจายไปยงั มาเลเซีย อินโดนีเซีย ฟิลิปินส์ บอเนียว นิวกินี หมู่เกาะโซโลมอน และ
เกาะแคโลไล ซึ" งลกัษณะของสภาพภูมิอากาศที"เปลี"ยนแปลงไปอาจทาํใหก้ารกาํเนิดสายพนัธ์ุใหม่และ
การสูญไป อยา่งไรก็ตามความเขา้ใจในประวติัของการกาํเนิด  การแพร่กระจาย  การสูญพนัธ์ุ  และ
การเกิดพนัธ์ุใหม่ๆ ตอ้งการขอ้มูลของฟอสซิลที"พบในแต่ละพื!นที"และแต่ละช่วงเวลา  
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รูปร่าง,ลกัษณะ : มะม่วงนํ! าดอกไมเ้ป็นมะม่วงประเภทรับประทานสุก ใบใหญ่เป็นคลื"น ทรงพุ่ม
โปร่ง ผลมีขนาดใหญ่ หนกัประมาณ *$$ กรัม ผลอว้นเกือบกลมหวัใหญ่ปลายแหลม ผลค่อนขา้งยาว 
เนื!อมาก เมล็ดเล็ก มีผิวบาง เมื"อดิบมีรสเปรี! ยว ผิวสีเขียวนวล เนื!อแน่น เมื"อผลสุกมีผิวสีเหลือง กลิ"น
หอม เนื!อละเอียดมีเสี! ยนน้อย รสหวาน, มะม่วงเขียวเสวยเป็นไมย้ืนตน้ขนาดกลางถึงขนาดใหญ่ สูง
ประมาณ +$–)$ ม. ใบ ใบเดี"ยวสีเขียว ขอบใบเรียบ ฐานใบมน ปลายใบแหลม ดอกเป็นช่อ กลีบดอกมี 
' กลีบ เกสรสีแดง ผลดิบสีเขียว รสเปรี! ยวและหวานมนั เมื"อสุกเปลี"ยนเป็นสีเหลือง หรือเหลืองส้ม, 

มะม่วงเขียวเสวยเป็นไมย้ืนตน้ขนาดกลางถึงขนาดใหญ่ สูงประมาณ +$–)$ ม. ใบ ใบเดี"ยวสีเขียว 
ขอบใบเรียบ ฐานใบมน ปลายใบแหลม ดอกเป็นช่อ กลีบดอกมี ' กลีบ เกสรสีแดง ผลรูปไข่กลบั ตรง
ใกลข้ั!วจะมีติ"งยื"นออกมาคลา้ยนอแรด ผวิเปลือกสีเขียวเขม้ เนื!อสีขาวอมเขียว ผลดิบมีรสเปรี! ยว ผลสุก
มีรสหวาน, ตน้ สูง +$-&$ ม. แตกกิ"งกา้นสาขาเยอะ ใบเป็นใบเดี"ยว ออกเรียงสลบัเป็นคู่ๆ รอบกิ"งกา้น
จาํนวนมากบริเวณปลายกิ"ง ใบเป็นรูปใบหอก ปลายแหลม โคนมน สีเขียวสด ดอก ออกเป็นช่อแบบ
เชิงลดที"ปลายยอด แต่ละช่อประกอบดว้ยดอกยอ่ยขนาดเล็กจาํนวนมาก ดอกเป็นสีเหลืองนวล มีกลิ"น
หอมอ่อนๆ ผลเป็นรูปกลมรีและยาว ปลายผลจะเรียวแหลมและงอนมาก 

2.2 การศึกษาทางพนัธุศาสตร์โมเลกุล 

ในปัจจุบนั การบ่งชี!ชนิดพนัธ์ุของสิ"งมีชีวิตมีความสําคญัเป็นอยา่งมาก เนื"องจากสิ"งมีชีวิตมี
การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมได้อย่างไม่จาํกดั การให้ผลผลิตทางการเกษตรจึงตอ้งคาํนึงถึง
ลกัษณะทางพนัธุกรรมเป็นอนัดบัตน้ๆ เนื"องจากการระบุนิดของพืชโดยใชล้กัษณะทางอนุกรมวิธาน 
มกัให้ความแม่นยาํไดใ้นวงจาํกดั ดงันั!นการศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์ในระดบัโมเลกุลจึงมีบทบาท
สาํคญัในการจาํแนกหรือระบุความแตกต่างของสิ"งมีชีวติไดอ้ยา่งแม่นยาํกวา่ 

การศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์ในระดบัโมเลกุล  เป็นการศึกษาถึงความแตกต่างของยีนที"ทาํ
หน้าที"ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่างๆ ของสิ"งมีชีวิต การศึกษานี! มีประโยชน์อย่างมากที"จะ
นาํมาใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช การใช้เป็นเครื"องหมายในการตรวจสอบในระดบัยีนหรือดีเอ็นเอ 

เช่น ใช้เป็นเครื" องหมายในการคัดเลือก  (marker-assisted selection) การจาํแนกสายพันธ์ุพืช  เพื"อ
ตรวจสอบความบริสุทธิ- ของสายพนัธ์ุ การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธ์ุ เพื"อ
การรวบรวมพนัธ์ุ การทาํแผนที"ทางพนัธุกรรม (genetic mapping) การหาตาํแหน่งยีน (gene tagging) 

เป็นการใชเ้ครื"องหมายโมเลกุลในการกาํหนดตาํแหน่งบนจีโนม 

DNA barcode เป็นวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุลได้ถูกพฒันาขึ!นมาเพื"อใช้ในการระบุ
ชนิดหรือกลุ่มของสิ"งมีชีวิตภายในเวลาอนัรวดเร็ว วธีิการนี!อาศยัหลกัการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของสายดีเอ็นเอในบริเวณที"เรียกว่า ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตวัอยา่งสิ"งมีชีวิตที"ยงัไม่ทราบชื"อ แลว้นาํ
ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"ได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของสิ"งมีชีวิตที"ทราบชื"อ



6 

 

วิทยาศาสตร์แล้ว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที"นาํมาใช้เปรียบเทียบนั!น อาจเป็นบริเวณเดียวหรือ 2-3 

บริเวณ แต่ต้องมีความยาวไม่มากและเป็นบริเวณเดียวกับชนิดอื"นๆ ที"ต้องการใช้เปรียบเทียบกัน 

วิธีการสร้างระบบ DNA barcode จะช่วยให้ระบุชื"อสิ"งมีชีวิตไดจ้ากทุกระยะของการเจริญ รวมถึง ใน
สภาพที" เป็นชิ!นส่วนขนาดเล็ก ทั! งที" เป็นตัวอย่างสดและตัวอย่างที" ถูกรักษาสภาพไว  ้ซึ" งจะเป็น
ประโยชน์อย่างมากต่อนกัอนุกรมวิธานและบุคคลทั"วไปที"ไม่มีความชาํนาญทางด้านอนุกรมวิธาน
และสามารถนําไปประยุกต์ใช้กับศาสตร์สาขาอื"นได้ เช่น  การศึกษาทางด้านนิเวศวิทยา  นิ ติ
วทิยาศาสตร์และการตรวจสอบผลิตภณัฑท์างชีวภาพและเภสัชภณัฑ์ 

การศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์ในระดบัโมเลกุล  เป็นการศึกษาถึงความแตกต่างของยีนที"ทาํ
หน้าที"ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่างๆ ของสิ"งมีชีวิต การศึกษานี! มีประโยชน์อย่างมากที"จะ
นาํมาใชใ้นการศึกษาและปรับปรุงพนัธ์ุพืช การใชเ้ป็นเครื"องหมายในการตรวจสอบในระดบัยนีหรือดี
เอ็นเอ เช่น ใช้เป็นเครื"องหมายในการคดัเลือก  (marker-assisted selection) การจาํแนกสายพนัธ์ุพืช 

เพื"อตรวจสอบความบริสุทธิ- ของสายพนัธ์ุ การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธ์ุ 

เพื"อการรวบรวมพันธ์ุ  การทําแผนที"ทางพันธุกรรม  (genetic mapping) การหาตําแหน่งยีน (gene 

tagging) เป็นการใช้เครื"องหมายโมเลกุลในการกาํหนดตาํแหน่งบนจีโนม การใช้ประโยชน์ทางดา้น
การศึกษาลักษณะทางปริมาณ  (quantitative trait loci; QTL) ซึ" งเป็นลักษณะที"มีความสําคญัทางพืช
หลายๆ ประการ เช่น ผลผลิต และลกัษณะการเจริญเติบโตของพืช โดยลกัษณะเหล่านี! ถูกควบคุมดว้ย
ยนีหลายคู่ที"ทาํงานร่วมกนั การแสดงออกเช่นนี!สามารถจาํแนกยีนแต่ละตวัที"ควบคุมอยูอ่อกมาไดโ้ดย
ใช้เครื" องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอมาช่วยในการทาํแผนที" ทาํให้ได้เครื" องหมายโมเลกุลที"อยู่ใกล้กับ
ตาํแหน่งของยนีที"สนใจจนสามารถนาํส่วนของยนีที"ตอ้งการออกมาได ้(สุรินทร์, 2545)  

เทคโนโลยีดีเอ็นเอ เป็นเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร์ที"กาํลังมีบทบาทสําคญัในการเกษตร 

โดยเฉพาะในงานปรับปรุงพนัธ์ุพืช ซึ" งถือวา่เป็นหวัใจสําคญัในการสร้างพืชพนัธ์ุใหม่ ให้มีลกัษณะดี
ตรงตามความตอ้งการของตลาด และมีผลผลิตสูงเป็นที"ตอ้งการของผูป้ลูก กระบวนการปรับปรุงพนัธ์ุ
พืช เป็นงานที"รวมทั!งศาสตร์และศิลป์เขา้ดว้ยกนั โดยอาศยัความพยายามของ นกัปรับปรุงพนัธ์ุพืช ที"
จะรวบรวมลกัษณะทางพนัธุกรรมที"ดีเด่นจากแหล่งต่างๆ มา สร้างพืชพนัธ์ุใหม่ โดยใชก้ระบวนการ 

คดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุที"เหมาะสม  งานปรับปรุงพนัธ์ุพืช จึงมีความจาํเป็นตอ้งใช้เครื"องมือที"มี
ความแม่นยาํในการคดัเลือกและแยกความแตกต่างของลกัษณะที"แสดงออกของแต่ละสายพนัธ์ุ ดงันั!น
เครื"องหมายดีเอ็นเอ จึงเขา้มามีบทบาทมากขึ!น เพราะเป็นการคดัเลือกพืชจากจีโนไทป์  (genotype) 

โดยตรง ซึ" งการศึกษาลกัษณะดงักล่าว จะใชเ้ทคนิคที"เรียกวา่ เครื"องหมายทางพนัธุกรรมเขา้ช่วย 

 เครื"องหมายทางพนัธุกรรม คือ ลกัษณะหรือตวับ่งชี! ที"มีความเฉพาะเจาะจง สามารถนาํมาใช้
แยกความแตกต่างทาง พนัธุกรรม และสามารถถ่ายทอดลกัษณะนั!นๆไปยงัรุ่นลูกได ้เครื"องหมายทาง
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พนัธุกรรมที"มีการใชก้นัมานานแลว้ในงานปรับปรุงพนัธ์ุพืช ไดแ้ก่ การใชล้กัษณะรูปพรรณสัณฐาน
พืชที"มีความแตกต่างกันมาใช้เป็นเครื" องหมาย เช่น ความสูง ลักษณะทรงพุ่ม สีของลาํต้น ขนาด 

รูปร่างและสีของเมล็ด อายุวนัออกดอก และวนัเก็บเกี"ยว เป็นต้น โดยเรียกเครื" องหมายบ่งชี! นี! ว่า 

“เครื"องหมายทางสัณฐานวิทยา” (morphological markers) อยา่งไรก็ตาม พบวา่ลกัษณะดงักล่าวมกัผนั
แปรไปตามสภาพ แวดลอ้มที"เปลี"ยนแปลงไป ทาํให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความแตกต่างของ 

สายพนัธ์ุได ้นอกจากนั!นแลว้ การเปรียบเทียบลกัษณะภายนอกนี!  ยงัไม่สามารถแยกความแตกต่างของ
สายพนัธ์ุพืชบางชนิด ที"มีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมได ้ดงันั!น จึงจาํเป็นตอ้งหาเครื"องบ่งชี!ชนิดอื"นมา
ประกอบ เพื"อช่วยใหก้ารจาํแนกความแตกต่างของ สายพนัธ์ุมีความถูกตอ้ง 

การใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื"องหมายในการบ่งบอกความแตกต่างของสิ"งมีชีวิต สามารถทาํไดโ้ดย
การเปรียบเทียบลกัษณะของดีเอ็นเอของสิ"งมีชีวิตนั!นๆ โดยเทคนิคทางอณูวิทยา ซึ" งเป็นที"รู้จกักัน
โดยทั"วไปวา่ “ลายพิมพดี์เอน็เอ” (DNA Fingerprinting) ซึ" งความแตกต่างที"เกิดขึ!น หมายถึง แบบแผน
ดีเอ็นเอที"จาํเพาะของสิ"งมีชีวิตหนึ" งๆ นั"นเอง สามารถนาํมาตรวจสอบความแตก-ต่างหรือโพลีมอร์ฟิ
ซึมของสิ"งมีชีวติหรือสายพนัธ์ุพืชที"ตอ้งการตรวจสอบได ้

กระบวนการอนุรักษ์ความหลากหลายทางชีวภาพประกอบด้วยขั!นตอนสําคญัได้แก่ การ
ประเมินความหลากหลายทางชีวภาพโดยการศึกษาความหลากชนิดของสิ"งมีชีวิตแต่ละกลุ่ม และการ
ติดตามการเปลี"ยนแปลงความหลากหลายทางชีวภาพในแต่ละพื!นที" ทั!งสองขั!นตอนสําคญันี! ต้อง
เกี"ยวข้องกับการระบุชนิดของสิ" งมีชีวิตอย่างถูกต้อง ซึ" งผูที้"จะทําหน้าที" นี! ได้อย่างดีที" สุดคือนัก
อนุกรมวิธานที"มีความเชี"ยวชาญในการระบุสิ" งมีชีวิตเฉพาะกลุ่ม อย่างไรก็ดี การอนุรักษ์ความ
หลากหลายทางชีวภาพจะมีประสิทธิภาพมากขึ!นหากการระบุชนิดสิ" งมีชีวิตอย่างถูกตอ้งสามารถ
กระทาํไดร้วดเร็วและยงัคงถูกตอ้งแม่นยาํ แนวคิดของการใชล้าํดบัดีเอ็นเอที"แสดงเอกลกัษณ์จาํเพาะ
ต่อสปีชีส์ในการระบุชนิดเกิดขึ!นจากการเล็งเห็นประโยชน์เมื"อประยกุตใ์ชใ้นเชิงอนุรักษด์งัที"กล่าวไว้
ขา้งตน้  

Hebert และคณะ (2003) เสนอคาํว่า ดีเอ็นเอบาร์โคด้ (DNA barcode) เพื"อใช้สําหรับเรียกดี
เอ็นเอบริเวณหนึ"งๆ ในจีโนมที"มีลาํดบัเป็นเอกลกัษณ์ของสิ"งมีชีวติแต่ละชนิดทาํให้สามารถใชจ้าํแนก
สิ"งมีชีวิตต่างชนิดกนัออกจากกนัได้ ในทาํนองเดียวกนักบัแถบบาร์โคดของสินคา้ที"ระบุชนิดของ
สินคา้ กลุ่มวิจยันี! ไดท้ดสอบใชดี้เอน็เอในไมโทคอนเดรีย บริเวณยนี Cytochrome c oxidase subunit 1 

(Cox1 หรือ COI) ความยาว 648 คู่เบสในการระบุชนิดของสัตว ์และพบว่าเป็นเครื"องมือในการระบุ
ชนิดของสัตว์หลายกลุ่มได้อย่างมีประสิทธิภาพโครงการจัดทําฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของ
สิ" งมีชีวิตหรือ The Barcode of Life Project ได้เริ" มต้นขึ! นในปี  ค.ศ. 2003 (Hebert et al, 2003) และ
ได้รับการสนับสนุนต่อเนื"องจากหน่วยงานที" เกิดขึ! นจากความร่วมมือจาก Members details.htm) 
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สมาชิกไดมี้ส่วนร่วมในการทดสอบใชดี้เอ็นเอบาร์โคด้ในการระบุชนิดสิ"งมีชีวติกลุ่มต่างๆ และพบวา่
ลาํดบัเบสของยีน COI ใช้เป็นเครื"องมือในการระบุชนิดสัตวไ์ดค่้อนขา้งดี เช่น การศึกษานกในทวีป
อเมริกาเหนือ พบว่านกทุกชนิดมีลาํดบัเบสของยีน COI ที"ต่างกนัอย่างชัดเจน โดยมีความแตกต่าง
เฉลี" ยระหว่างชนิด  (interspecific variation) และความแตกต่างเฉลี" ยภายในชนิด  (intraspecific 

variation) เท่ากับ 7.93% และ 0.43% ตามลําดับ  และจากงานวิจยันี! ทาํให้พบนกชนิดใหม่ 4 ชนิด 

เนื"องจากมีนก 4 ตวัอย่างที"มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ต่างออกไป จึงได้ทาํการศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน 

พฤติกรรม ร่วมกบัเสียงร้องใหม่จึงทาํให้จดันกที"มีลาํดบันิวคลีโอไทด์แตกต่างนั!นเป็นนกชนิดใหม่ 4 

ชนิด (Hebert et al., 2004)  

ในขณะที"การคน้หาดีเอ็นเอบริเวณที"เหมาะสมสําหรับเป็นดีเอ็นเอบาร์โคดในการระบุชนิด
พืชยงัเป็นความทา้ทายเนื"องจากยนี COI จากไมโทคอนเดรียในพืชมีอตัราการเกิดววิฒันาการตํ"า ทาํให้
มีความแปรผนัของลาํดบัดีเอน็เอไม่เพียงพอที"จะใชใ้นการจาํแนกชนิดพืชได ้นกัวจิยัจึงมุ่งความสนใจ
มาที"ลาํดบัดีเอน็เอในพลาสติดจีโนมหลายกลุ่มวจิยัไดท้าํการทดสอบความสามารถในการระบุชนิดพืช
ของดีเอน็เอบริเวณต่างๆ ในพลาสติด โดยบริเวณที"มีความเหมาะสมในการเป็นดีเอน็เอบาร์โคด้ควรมี
ลาํ ดบัเบสที"มีความแปรผนัในต่างสปีชีส์ (interspecific variation) สูงกว่าความแปรผนัภายในสปีชีส์
เดียวกนั (intraspecific variation) กลุ่มทาํงานทางดา้นพืช (Plant Working Group; PWG)  

ใน CBOL ได้ทําการศึกษาเปรียบเทียบดีเอ็นเอ  7 บริเวณในพลาสติดเพื"อประเมินความ
เหมาะสมในการใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โคด  ได้แก่ atpF-atpH spacer, ยีน matK, ยีน rbcL,ยีน rpoB, ยีน 

rpoC1, psbK-psbl spacer และ trnH-psbA spacer เกณฑ์ที"ใชป้ระกอบการพิจารณาความเหมาะสมคือ 

การไดม้าซึ" งลาํดบัดีเอ็นเอ คุณภาพของขอ้มูล และความสามารถในการจาํแนกสปี ชีส์ จากการศึกษา
ครั! งนี!  PWG สรุปวา่บริเวณที"เหมาะสมสําหรับเป็นดีเอน็เอบาร์โคดในพืชคือ rbcL และ matK โดยตอ้ง
ใช้ขอ้มูลจากทั!งสองยีนร่วมกนัในการระบุชนิดพืช (2-locus barcode) (CBOL Plant Working Group, 

2009) อย่างไรก็ดีแมค้ณะกรรมการระดบัสูงของ CBOL สรุปยืนยนัว่า rbcL และ matK ได้รับความ
เห็นชอบในการถูกกาํหนดให้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดในพืชบก แต่คณะกรรมการยงัคงเห็นควรว่า
การศึกษาดีเอ็นเอบริเวณอื"นสําหรับใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดจะยงัเป็นประโยชน์ในการเป็นข้อมูล
สํารองสําหรับความตอ้งการในบางกรณีที"ขอ้มูลจาก rbcL และ ไม่เพียงพอสําหรับการจาํแนกสปีชีส์
พืชบางกลุ่ม (CBOL, 2009)  

สําหรับในกลุ่มพืช ยงัไม่สามารถระบุบริเวณที"เหมาะสมสําหรับใช้เป็น  DNA barcode ได้
แน่นอน ตวัอยา่งการศึกษาเพื"อหาขอ้สรุปเกี"ยวกบัดีเอ็นเอที"ควรใชเ้ป็น DNA barcode ไดแ้ก่ ในปี ค.ศ 

1999 Hilu และ Alice ไดศึ้กษาสายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของพืชวงศ์ Poaceae โดยใช้ขอ้มูลลาํดบั
เบสของยีน matK พบว่ายีนนี! ถอดรหัสให้กรดอะมิโนจาํนวนไม่เท่ากนัใน และพบการเพิ"มหรือการ
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ขาดหายไปของลาํดบัเบสในบริเวณอนุรักษ์ นอกจากนี! ยงัไดมี้การศึกษาบริเวณอื"น เช่น ยีน rbcL และ 

บริเวณ ITS โดย Chase และคณะ (2005) จากการศึกษาครั! งนี! ทาํให้ทราบว่า ถึงแมว้า่ขอ้มูลลาํดบัเบส
ของยีน rbcL และ บริเวณ ITS จะเป็นขอ้มูลที"ดี และมีเก็บอยูเ่ป็นจาํนวนมากในฐานขอ้มูล Genebank 

แต่ก็ไม่สามารถนาํมาใชเ้ป็น DNA barcode ได ้เนื"องจากไม่สามารถใชไ้ดใ้นพืชบางกลุ่ม และพบยงัวา่
ยีน matK มีอัตราการแทนที"ของลําดับเบสที"สูงกว่ายีนอื"น เช่น  สูงกว่ายีน  rbcL 2-3 เท่า ทําให้มี
ตาํแหน่งที"ให้ขอ้มูลสําหรับการวิเคราะห์มากกวา่ จึงทาํให้เหมาะสมในการนาํมาศึกษาความสัมพนัธ์
ทางวิวฒันาการในระดบัสกุลและชนิด และน่าจะมีความเหมาะสมในการนาํมาใชเ้ป็น DNA barcode 

เช่นกนั ซึ" งสอดคลอ้งกบัขอ้มูลจากการประชุมโดยนกัวิทยาศาสตร์ ในเดือน มกราคม พ.ศ. 2550 จดัที" 
New York Botanical Garden ซึ" งไดข้อ้สรุปวา่ ดีเอ็นเอในพลาสติดบริเวณ matK น่าจะเป็นบริเวณหนึ"ง
ที"เหมาะสมสําหรับใชเ้ป็น DNA barcode สาํหรับการระบุพืช แต่ยงัคงตอ้งทาํการทดสอบเพื"อประเมิน
ศกัยภาพสําหรับการใชง้านจริงต่อไป ดงันั!นงานวิจยันี! จึงไดท้าํการศึกษาลาํดบัเบสของยีน matK ใน
ดา้นของการนาํมาใชเ้ป็น DNA barcode 

บริเวณ rbcL และ matK 

 CBOL Plant Working Group (2009) ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอมาตรฐานจากคลอ
โรพลาสต์จีโนม  7 บริเวณ  ได้แก่ rbcL, rpoB, rpoC1, matK, trnH-psbA, atpF-atpH และ psbK-psbI 

เพื"อนาํมาใชเ้ป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในการสร้าง DNA barcode กบัพืช 907 ตวัอยา่ง จาก 550 ชนิด โดย
แบ่งเป็นพืชดอก 445 ชนิด (670 ตวัอยา่ง) กลุ่มจิมโนสเปิร์ม 38 ชนิด (81 ตวัอย่าง) และกลุ่มไร้เมล็ด 

67 ชนิด (156 ตวัอยา่ง) โดยเน้นที"คุณลกัษณะ 3 ประการ คือ ความเป็นมาตรฐานสากล คุณภาพของ
ลําดับ  นิ ว ค ลี โอ ไ ท ด์  (sequence quality) แ ล ะ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ าพ ใ น ก าร แ ย ก ช นิ ด พื ช  (species 

discrimination) หมายถึง ดีเอ็นเอมาตรฐานที"นาํมาทดสอบตอ้งให้ผลในการแยกและระบุชนิดพืชไดดี้ 

หรือ มีความแม่นยาํสูง 

  เมื"อพิจารณาถึงตน้ทุนและความรวดเร็วในการวิเคราะห์ผลร่วมด้วย CBOL Plant Working 

Group ได้เสนอให้ยีน rbcL และ ยีน matK เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานที"เหมาะสมที"สุดสําหรับใช้สร้าง 

DNA barcode ในพืช โดยจะตอ้งใชร่้วมกนัจึงจะมีประสิทธิภาพในการระบุชนิดพืชไดดี้ที"สุด ผลการ
ทดสอบพบวา่ การใชบ้ริเวณยีนทั!งสองร่วมกนัให้ผลในการระบุพืชในระดบัชนิดไดถู้กตอ้ง ประมาณ 

72% ของกลุ่มตวัอย่างที"นํามาศึกษา และในระดับสกุลระบุได้ถูกต้อง 100% แม้ว่าการใช้ดีเอ็นเอ
มาตรฐานร่วมกนั 3 บริเวณ เช่น rbcL + matK + trnH-psbA ระบุชนิดพืชในระดบัชนิดไดดี้ขึ!น (76%) 

แต่ไม่ไดใ้ห้ผลแตกต่างกนัมากนกั อีกทั!งยงัเป็นการเพิ"มตน้ทุนและใชร้ะยะเวลาเพิ"มขึ!น ดงันั!น CBOL 

Plant Working Group จึงได้เสนอให้ใช้เพียง  2 บริเวณร่วมกนั โดยเลือกใช้ยีน rbcL + matK แต่ไม่
เลือกใช้ rbcL + trnH-psbA หรือ matK + psbA เนื"องจากคณะนักวิจยัพิจารณาแล้วว่าบริเวณ trnH-
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psbA ยงัมีปัญหาคุณภาพของลาํดบันิวคลีโอไทดทที์"มีคุณภาพไม่ดีนกั ดงันั!นคณะนกัวิจยัจึงเสนอให้
บริเวณ trnH-psbA เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานบริเวณเสริม (supplementary loci) เท่านั!น ส่วนบริเวณอื"นๆ 

พบวา่มีประสิทธิภาพในการนาํมาใชแ้ยกและระบุชนิดพืชไดไ้ม่ดี หรือ บางบริเวณอาจใหล้าํดบันิวคลี
โอไทดที์"คุณภาพไม่ดีจึงไมถูกลือกมาใชเ้ป็นดีเอน็เอมาตรฐาน  

rbcL เป็นยีนในคลอโรพลาสตจี์โนมที"ทาํหน้าที"ถอดรหสัเอนไซม ์ribulose 1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase (RubisCO) ห น่ วย ย่อ ยข น าด ให ญ่  (large subunit) เอ น ไซ ม์  RubisCO ที"
สมบูรณ์ หน่วยย่อยขนาดใหญ่และขนาดเล็กรวมตวักนั) จะทาํหน้าที"เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาการรวมตวั
ของ RuBP กบั CO2 ในวฎัจกัรคาลวิน (Calvin’s cycle) (Soltis & Soltis, 1998) ความยาวของยนี rbcL 

มีความแปรผนัเล็กน้อยในพืชแต่ละชนิด โดยทั"วไปมีความยาวเฉลี"ย 1,400 คู่เบส (Ford et al., 2009) 

ในการนาํมาใชเ้ป็นดีเอ็นเอมาตรฐานเพื"อสร้าง DNA barcode จะใชเ้พียงบางส่วนของยีนที"มีความยาว
ตั! งแต่ 500-700 คู่เบส (Kress & Erickson, 2007; Gonzalez et al., 2009; Ebihara et al., 2010) จุดเด่น
ของยีน rbcL ที" CBOL Plant Working Group พิจารณาว่าเหมาะสําหรับเป็นดีเอ็นเอมาตรฐานคือ มี
ความเป็นมาตรฐานสากล และให้ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"มีคุณภาพดีมาก  แมว้่าประสิทธิภาพในการ
นาํไปใชแ้ยกและระบุชนิดพืชจะค่อนขา้งตํ"าแต่เมื"อใชร่้วมกบับริเวณอื"น เช่น matK จะให้ผลการแยก
และระบุชนิดพืชไดดี้ขึ!น ส่วนยีน matK เป็นยีนที"มีความยาวประมาณ 1,500 คู่เบส ทาํหนา้ที"ถอดรหสั
เอนไซม์maturase ที"ท ําหน้าที" เกี"ยวข้องกับ  Group Ii introns splicing (Hilu & Liang, 1997) ในการ
นาํมาใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานจะเลือกเพียงบางบริเวณของยีนให้มีความยาว  700-800 คู่เบส (Ford et 

al., 2009) ขอ้ดีของยีนนี! คือมีความแปรผนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์สูงเพียงพอที"จะนาํมาใชร้ ะบุชนิด
พืชไดดี้อีกทั!งยงัให้คุณภาพของลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"อยู่ในเกณฑ์ดีเช่นเดียวกบัยีน rbcL แต่ขอ้ดอ้ย
ของยีน  matK ที" เป็นอุปสรรคสําหรับการนําไปใช้สร้าง  DNA barcode คือมักไม่ มีความเป็ น
มาตรฐานสากล กล่าวคือ การเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอจากยนีนี! ให้ผลสําเร็จนอ้ยมาก โดยเฉพาะในกลุ่มพืช
ไร้เมล็ดซึ" งให้ผลสําเร็จเพียง 10% ส่วนในพืชกลุ่มจิมโนสเปิร์มให้ผลประมาณ 83% และในพืชดอก
ใหผ้ลดีที"สุดประมาณ 90% (CBOL Plant Working Group, 2009)  

ในปัจจุบนั ความพยายามในการออกแบบไพรเมอร์ของยีน matK  ใหค้รอบคลุมพืชหลาย
กลุ่มนั!นยงัไม่ประสบผลสาํเร็จ โดยเฉพาะในพืชกลุ่ม จิมโนสเปริม และพืชไร้เมล็ดที"การเพิ"มปริมาณ
ดีเอ็นเอทาํไดย้ากหรือไม่ไดผ้ล (Sass et al., 2007) แมก้ระทั"งการเพิ"มปริมาณดีเอน็เอของ matK ในพืช
ดอกส่วนใหญ่มกัจาํเป็นตอ้งใชไ้พรเมอร์ถึง 2 คู่ หรือมากถึง 10 คู่ (Fazekas et al., 2008; Lahaye et al., 

2008) รวมถึงจาํเป็นตอ้งปรับสภาวะปฏิกิริยา PCR ใหเ้หมาะสมแตกต่างกนัไปในพืชแต่ละกลุ่มดว้ย 

(Sass et al., 2007;Fazekas et al., 2008) ซึ" งนบัวา่เป็นอุปสรรคสาํคญัสาํหรับการนาํมาใชเ้ป็นดีเอน็เอ
มาตรฐานที"มีความเป็นสากล การพฒันาไพรเมอร์ของยนี matK ใหไ้ดก้บัพืชหลายกลุ่มอาจเป็นไปได้
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ยาก แต่หากพฒันาไพรเมอรท ์◌◌่ีเหมาะสมกบัเฉพาะกลุ่ม เช่นกลุ่มพืชดอกที"นกัวจิยัพฒันาไดส้าํเร็จ
ใกลเ้คียง 100% (Fazekas et al., 2008) 

2.3 การเกดิรูปแบบลายศักย์ดีเอน็เอที มีความจําเพราะต่อพืชแต่ละชนิด 

 สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล (&'*') ได้อธิบายไวว้่า  การทาํให้เกิดรูปแบบลายศกัยดี์เอ็นเอมี )  
วธีิดงันี!  

1. Hybridization-based methods  เป็นวิธีใชเ้อนไซมต์ดัจาํเพาะตดัสายจีโนมิกดีเอ็นเอ  ไดเ้ป็น
ชิ!นดีเอ็นเอขนาดต่างๆ  ตามความจาํเพาะในการตดัดีเอ็นเอของเอนไซมช์นิดนั!นๆ  แยกชิ!นดีเอ็นเอที"
ได้ด้วยเทคนิคอีเล็กโทรโฟริซีส (electrophoresis)  และตรวจสอบด้วยการจบั (hybridization)  กบัดี
เอ็นเอตรวจจบั (DNA probe)  ที"เป็น DNA  คู่สม (complementary DNA)  ซึ" งติดฉลากดว้ยกมัมนัรังสี
หรือสารเคมี  จะไดรู้ปแบบของชิ!นดีเอ็นเอที"ถูกตดัดว้ยเอ็นไซมต์ดัจาํเพาะหลายตาํแหน่ง (multilocus  

band pattern)  ที"มีความหลากหลาย  วธีินี! เรียกวา่ RFLP (Restriction fragment length polymorphism) 
2. Sequencing-based methods เป็นวิธีการจาํแนกชนิดของพืชโดยวิเคราะห์ความผนัแปรของ

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"เกิดจากการกลายพนัธ์ุในรูปแบบต่างๆ  เช่น  การเพิ"ม (insertion)  การแทนที" 
(substitution)  หรือการทดสอบในส่วนของยีนที" มีการใช้ในการศึกษา เช่น  internal  transcribed 

spacer (ITS)  และยีนที"กาํหนดการสร้างเอนไซมต่์างๆ  เช่น ยีน trnK, ยีน matK และ ยีน rbcl เป็นตน้ 
วธีินี! เรียกวา่ RAPD (Random amplify polymorphism DNA)  

3. PCR-based method เป็นวธีิที"ใชก้ารเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใช้
ไพร์เมอร์ที"มีความจาํเพาะ (specific primer) หรือไพร์เมอร์ที"สามารถเขา้จบัและดาํเนินปฏิกิริยา PCR  
สร้างดีเอ็นเอเป้าหมายขึ!นมาใหม่ ตรวจสอบผลที"ไดด้ว้ยเทคนิคอีเล็กโทรโฟริซีส  จะไดรู้ปแบบหรือ
ชิ!นดีเอน็เอที"มีความจาํเพาะต่อพืชแต่ละชนิด  ซึ" งสามารถใชจ้าํแนกความหลากหลายของพืชได ้

2.4 การใช้ประโยชน์จากการศึกษาลายพมิพ์ DNA  

สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล (&'*') ไดส้รุปประโยชน์จากการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอไวด้งันี!  
+. เพื"อใชโ้มเลกุลเครื"องหมาย (Molecular Marker) ในการจาํแนกพนัธ์ุพืช 

&. เพื"อให้เห็นความแตกตางทางชีวโมเลกุลของพืช ซึ" งไม่สามารถแยกความแตกต่างไดโ้ดยการมอง
ดว้ยสายตา 

). เพื"อใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุในอนาคตได ้โดย 

).+ ช่วยในการตรวจสอบ Somaclonal Variation ในกรณีที"มีการขยายพนัธ์ุโดยการเพาะเลี! ยง
เนื!อเยื"อ 

).& ช่วยในการตรวจสอบ linkage ระหว่าง  DNA marker กับลักษณะที"เป็นประโยชน์ต่อ
พนัธ์ุพืช เช่น ตา้นทานโรคและแมลง ฯลฯ   เพื"อช่วยในการคดัเลือกและหาตาํแหน่งยนีบนโครโมโซม 
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).) ช่วยในการคดัเลือกสายพนัธ์ุที"ตอ้งการไดเ้ร็วยิ"งขึ!น โดยไม่ตอ้งรอเวลาออกดอกหรือผล 

*. เพื"อใชเ้ป็นขอ้มูลในการจดสิทธิบตัรรับรองพนัธ์ุพืช 

2.5 การจัดจําแนกสายพนัธ์ุพืชในระดับโมเลกุล 

 เครื"องหมายดีเอ็นเอ (DNA Markers) คือ ลาํดบัเบสช่วงหนึ"งของดีเอ็นเอที"ใชเ้ป็นเครื"องหมาย
บ่งชี!ความเป็นเอกลกัษณ์ของสิ"งมีชีวติ โดยอาจมีตาํแหน่งบนโครโมโซม ในนิวเคลียส (nuclear DNA) 

หรือใน ออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูก
ได้ พืชแต่ละชนิดแต่ละสายพนัธ์ุ มีการจดัเรียงตวัของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอที"เป็น
เอกลกัษณ์ ความแตกต่างหรือโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) ของลาํดบัเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ
นี"เอง ที"ทาํใหสิ้"งมีชีวติมีความแตกต่างกนั และสามารถนาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นเครื"องหมายโมเลกุลได ้

2.6 ประเภทของเครื องหมายดีเอน็เอ  

เครื"องหมายดีเอน็เอ สามารถแบ่งออกเป็นประเภทใหญ่ๆ ได ้2 ประเภท คือ  

1. Hybridization-based marker เป็นเครื"องหมายดีเอ็นเอ ซึ" งพฒันาขึ!นโดยอาศยัหลกัการเขา้คู่
ของลําดับเบสดีเอ็นเอที" เป็น คู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ  (probe) กับดีเอ็นเอที"ต้องการ
ตรวจสอบ โดยใช้เทคนิคไฮบริไดเซชัน  (hybridization) ตวัอย่างได้แก่ เครื"องหมายอาร์เอฟแอลพี 

(RFLP marker ) (Tanksley et al., 1989, McCouch and Tankslay, 1991, Kochert, G., 1994)  

2. PCR-based marker เป็น เครื"องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที"พฒันาขึ!น โดยอาศยัหลกัการเพิ"ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่จาํลองตวัดีเอ็นเอ หรือ เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction 

(PCR ) technique) ตวัอยา่งเครื"องหมายดีเอ็นเอที"นิยมใช้ในงานปรับปรุงพนัธ์ุพืช ไดแ้ก่ เครื"องหมาย
อาร์เอพีดี (RAPD marker) (William et al., 1990) เครื"องหมายเอเอฟแอลพ(AFLP marker) (Vos et al., 

1995), และเครื"องหมายไมโครแซทเทล-ไลท ์(Microsatellite) หรือเอสเอสอาร์ (SSR marker) (Brown 

et al., 1996, Powell et al., 1996) เป็นวิธีที"ใช้ ดีเอ็นเอ ตรวจสอบ (DNA probe) ซึ" งเป็นชิ!นส่วน ดีเอ็น
เอ สายเดี"ยวขนาดเล็กที"ทราบลาํดบัเบสและทาํการติดฉลากสารกมัมนัตรังสีเพื"อใชใ้นการติดตามผล 
นาํมาทาํปฏิกิริยากบั   ดีเอน็เอ ของสิ"งมีชีวิตที"สนใจที"ถูกแยกเป็นเส้นเดี"ยวและถูกตดัยอ่ยดว้ยเอ็นไซม์
คดัจาํเพาะ (restriction enzymes) โดยอาศยัความสามารถของ ดีเอ็นเอ ตรวจสอบที"สามารถเขา้คู่หรือ
จบักนักบัสาย ดีเอน็เอ เป้าหมายตรงตาํแหน่งที"มีลาํดบัเบสเป็นคู่สม (DNA hybridization) กนัได ้

นอกจากการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอข้างตน้แล้ว ยงัมีลกัษณะลาํดบัดีเอ็นเอบางบริเวณที"มี
คุณสมบติัในการใชจ้าํแนกความแตกต่างของสิ"งมีชีวติได ้ซึ" งสามารถแยกสิ"งมีชีวิตไดลึ้กกวา่ระดบัสปี
ชีส์ กล่าวคือ กระบวนการอนุรักษค์วามหลากหลายทางชีวภาพประกอบดว้ยขั!นตอนสําคญัไดแ้ก่ การ
ประเมินความหลากหลายทางชีวภาพโดยการศึกษาความหลากชนิดของสิ"งมีชีวิตแต่ละกลุ่ม และการ
ติดตามการเปลี"ยนแปลงความหลากหลายทางชีวภาพในแต่ละพื!นที" ทั!งสองขั!นตอนสําคญันี! ต้อง
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เกี"ยวข้องกับการระบุชนิดของสิ" งมีชีวิตอย่างถูกต้อง ซึ" งผูที้"จะทําหน้าที" นี! ได้อย่างดีที" สุดคือนัก
อนุกรมวิธานที"มีความเชี"ยวชาญในการระบุสิ" งมีชีวิตเฉพาะกลุ่ม อย่างไรก็ดี การอนุรักษ์ความ
หลากหลายทางชีวภาพจะมีประสิทธิภาพมากขึ!นหากการระบุชนิดสิ" งมีชีวิตอย่างถูกตอ้งสามารถ
กระทาํไดร้วดเร็วและยงัคงถูกตอ้งแม่นยาํ แนวคิดของการใชล้าํดบัดีเอ็นเอที"แสดงเอกลกัษณ์จาํเพาะ
ต่อสปีชีส์ในการระบุชนิดเกิดขึ!นจากการเล็งเห็นประโยชน์เมื"อประยกุตใ์ชใ้นเชิงอนุรักษด์งัที"กล่าวไว้
ขา้งตน้  

2.7 เทคนิคทางชีวโมเลกุล 

การใชเ้ทคนิค PCR ในการเพิ"มจาํนวน DNA 

 Polymerase Chain Reaction หรือ (PCR) เป็นเทคนิคสําหรับเพิ"มปริมาณ ดีเอ็นเอ โดยอาศยั
หลกัการ DNA Replication ซึ" งเป็นการสังเคราะห์สาย ดีเอ็นเอ สายใหม่จาก ดีเอน็เอ ตน้แบบในหลอด
ทดลองภายในระยะเวลาอนัสั!นและได ้ดีเอ็นเอ สายใหม่เกิดขึ!นเป็นลา้นเท่า  เทคนิคนี!พฒันาขึ!นเมื"อปี 
พ.ศ. &'&1  โดย Charm Mullis และคณะแห่งบริษทั Cetus Corporation จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ 
สามารถเพิ"มปริมาณ ดีเอ็นเอ ได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั!นตอนการทาํงานน้อยและใช้เวลาน้อย 
จนถึงปัจจุบันนี! เทคนิค PCR ได้รับการปรับปรุงและพฒันาในหลาย ๆ ด้านจนกระทั"งได้รับการ
ยอมรับว่าเป็นเทคโนโลยีที"สําคญัมากต่องานดา้นอณูชีวโมเลกุล   สามารถนาํไปใช้ประโยชน์ไดท้ั!ง
กบังานวิจยัทางชีวโมเลกุลและพนัธุวิศวกรรม เช่น การเพิ"มปริมาณยีน (gene cloning)  การวิเคราะห์
ลาํดบัเบสของยีน (gene sequencing)  การสร้าง ดีเอ็นเอติดตาม(DNA probe)   และการวิจยัประยุกต ์
เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนจาก mRNA   การสร้างยีนกลายพนัธ์ุ (in vitro mutagenesis) การ
บ่งชี!ตาํแหน่งกลายพนัธ์ุบนยนี(point mutations and deletions)  เป็นตน้ 

เครื องเพิ มปริมาณ ดีเอน็เอ (PCR machine) 

 เครื"อง Thermal cycler หรือ PCR machine เป็นเครื"องที"จาํเป็นในการทาํ PCR ซึ" งเครื"องนี! มีอยู่
หลายแบบและหลายระบบขึ! นกับการออกแบบและการคิดคน้ของบริษทัผูผ้ลิต  ข้อสําคญัคือตอ้ง
สามารถปรับเปลี"ยนอุณหภูมิไดเ้ป็นขั!นตอนตามที"ตั!งไวแ้ละทาํงานหมุนเวียนกนัหลาย ๆ รอบได ้ ตั!ง
โปรแกรมการทาํงานได้ และการเปลี"ยนแปลงอุณหภูมิในแต่ละขั!นตอนใช้ระยะเวลาไม่นานนัก  
ระยะเวลาที"ใช้แต่ละขั!นคือ denaturing annealing และ extension อยู่ในช่วง +' วินาที ถึง +$ นาที  
ดงันั!นการเพิ"มปริมาณ ดีเอน็เอ โดยวธีิ PCR 25-40 รอบ  จะใชเ้วลาประมาณ +.' - ' ชั"วโมง 

 เท ค นิ ค  Polymerase Chain Reaction (PCR) ห รื อ อี ก ชื" อ ว่ า  In vitro enzymatic gene 

amplification เป็นเทคนิคการพิ"มขยายปริมาณชิ!นส่วนของดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ในการเพิ"มขยาย
ปริมาณดีเอ็นเอ จาํเป็นต้องอาศัยองค์ประกอบต่าง ๆ  ดังนี! คือ ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (template DNA), 

thermostable DNA polymerase, deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั! ง สี" ช นิ ด , 
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oligonucleotide primers, บฟัเฟอร์ที"เหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะห์จะเกิดต่อเนื"องซํ! ากนัเป็นวงจร
ลูกโซ่ ในแต่ละรอบ (Cycle) ประกอบดว้ย 3 ขั!นตอน คือ ขั!นตอน Denaturation เป็นขั!นตอนการแยก
สายคู่ของดีเอ็นเอแม่พิมพ์ให้เป็นสายเดี"ยว โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 90–95 °C ขั!นตอน Annealing 

เป็นขั!นตอนลดอุณหภูมิลงมาที" 50-55 °C เพื"อให้ Primer สามารถเกาะติดกบัดีเอ็นเอแม่พิมพส์ายเดี"ยว
ตรงบริเวณลาํดบันิวคลีโอไทด์คู่สม และขั!นตอน Primer extension เป็นขั!นตอนการสร้างสายดีเอ็นเอ
สายใหม่ต่อออกจาก Primer ในทิศทางจาก 5′ ไป 3′ อุณหภูมิในขั!นตอนนี!จะอยูใ่นช่วง 70–75 °C การ
สังเคราะห์จะดาํเนินตามลาํดบั 3 ขั!นตอนซํ! ากนัเป็นจาํนวน 20-30 รอบ ทาํให้ได้ PCR product หรือ 

amplified product เป็นดีเอน็เอสายใหม่เพิ"มขึ!นเป็นจาํนวนมาก 

หลกัการของ PCR 

 ใชห้ลกัการพื!นฐานในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จากสายดีเอน็เอที"เป็นตน้แบบหนึ"งสาย
ดว้ยเอนไซม์ DNA Poloymerase ซึ" งใช้กนัอยู่ทั"วไปในการติดฉลากดีเอ็นเอ และการศึกษาวิเคราะห์
ลาํดับเบส แต่ PCR สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอได้คราวละ 2 สายพร้อมกัน โดยใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ 
ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั!นตอน และหมุนเวยีนต่อเนื"องกนัไป ภายใตส้ภาวะที"เหมาะสมของแต่ละขั!นตอน  

ขั!นที"หนึ" ง เรียกว่า Denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอ ที"เป็นตน้แบบจากสภาพที"เป็นเส้นคู่ 
ใหเ้ป็นเส้นเดี"ยวโดยใชอุ้ณหภูมิสูง 92-95˚C 

 ขั!นที"สอง  เรียกวา่ Annealing เป็นขั!นตอนที"ลดอุณหภูมิลงและจดัให้ไพรเมอร์ ซึ" งเป็นดีเอ็น
เอสายสั!น ๆ (ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์จาํนวน 14-23 เบส) ที"มีลาํดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอ ที"เป็น
ตน้แบบจบัคู่กนั ซึ" งนิยมใชอุ้ณหภูมิในช่วง 37-60˚C 

 ขั!นที"สาม เรียกว่า Extension เป็นขั!นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อ
จากส่วนปลาย 5’ ของไพรเมอร์ตามขอ้มูลบนดีเอ็นเอที"เป็นตน้แบบแต่ละสายโดยอาศยัการทาํงาน
ของเอ็นไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA Polymerase) ซึ" งเอ็นไซม์นี! สามารถทํางานได้ดีที" สุดที"
อุณหภูมิ 72˚C เอนไซมดี์เอ็นเอโพลิเมอเรสที"ใชค้วรจะคงคุณสมบติัอยูไ่ดภ้ายใตส้ภาวะของปฏิกิริยา
ตลอดทั!งสามขั!นตอน จากขั!นตอนที" 1-3 ซึ" งนบัเป็นจาํนวน 1 รอบ (One cycle) จะให้ผลผลิตเป็นดีเอ็น
เอสายคู่ที"มีลาํดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอที"เป็นตน้แบบเพิ"มขึ!นเป็นสองเท่า เมื"อจดัให้เกิดปฏิกิริยา
ลูกโซ่จากขั!นที" 1 ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอได้มากมาย ประมาณว่า
ปฏิกิริยา 20 รอบ สามารถเพิ"มปริมาณสารดีเอน็เอไม่ไดน้อ้ยกวา่ 100,000 เท่า 
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สารเคมีที เกี ยวข้องในปฏิกริิยา PCR 

 เนื"องจากการทาํ PCR เป็นการสร้างสายดีเอ็นเอ สายใหม่ในหลอดทดลอง จึงตอ้งมีการเติม
สารเคมีและสารตั!งต้นที"เกี"ยวขอ้ง เพื"อใช้ในการนํามาสร้างเป็นดีเอ็นเอสายใหม่ สารเคมีที"ต้องใช้
ปฏิกิริยา PCR มีดงัต่อไปนี!  

 1. Deoxynucleotides (dNTPs) เป็นนิวคลีโอไทด ์ซึ" งเป็นหน่วยยอ่ยสาํหรับนาํไปสังเคราะห์ดี
เอน็เอสายใหม ่

 2. DNA Polymerase เป็นเอนไซม์สําหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอให้ช่วยเร่งปฏิกิริยาเชื"อมต่อนิ
วคลีโอไทดใ์หม่เขา้กบัไพรเมอร์ 

 3. Primer เป็นดีเอ็นเอเริ"มตน้สายสั! น ๆ ที"มีลาํดบัเบสเป็นคู่สมกบัดีเอ็นเอที"เป็นตน้แบบของ
การสังเคราะห์ ในการทาํ PCR จึงตอ้งทราบลาํดบัเบสของดีเอ็นเอที"ตอ้งการจะเพิ"มจาํนวน เพื"อใชใ้น
การสร้างไพเมอร์จาํเพาะ 

 4. PCR Buffer เป็นสารละลายที"ควบคุมสภาวะของการทาํปฏิกิริยาให้เหมาะสม เช่น pH 

และเกลือต่าง ๆ ซึ" งจะตอ้งมีอนุมูลแมกนีเซียม (Mg++) อยูด่ว้ย 

 5. Template คือดีเอ็นเอตน้แบบหรือยีนส่วนที"ตอ้งการเพิ"มปริมาณ หรือเป็นตวัอยา่งดีเอ็นเอ 
ที"ตอ้งการนาํมาตรวจหาดีเอ็นเอจาํเพาะ สารเคมีที"เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR จะผสมกนัไวใ้น
หลอดทดลองเล็กปริมาตรสาร 20-100 ไมโครลิตร เมื"อนาํหลอดส่วนผสมไปใส่ไวใ้นเครื"องควบคุม
อุณหภูมิที"เรียกวา่ DNA Thermal cycler (นิยมเรียกวา่เครื"อง PCR) ที"ปรับอุณหภูมิไดต้ามโปรแกรมที"
กาํหนด จะเกิดการสังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ขึ!นในหลอด เมื"อเกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลา
ที"กาํหนดจะไดผ้ลผลิตดีเอน็เอขนาดที"ตอ้งการเป็นจาํนวนมาก 

การวเิคราะห์ผลผลติ ดีเอน็เอ จากปฏิกริิยา PCR 

 ดีเอ็นเอ ที" เกิดจากปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลองจะไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าได ้
ดงันั!นเพื"อตรวจหา ดีเอ็นเอ ผลผลิตจะตอ้งนาํตวัอย่างที"ทาํ PCR มาแยกหา ดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิคที"
เรียกว่า agarose gel electrophoresis ซึ" งเป็นการแยก ดีเอ็นเอ ด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่นวุน้ (agarose 

gel)โดยระยะทางที" ดีเอ็นเอ สามารถเคลื"อนที"ไปไดจ้ะขึ!นอยูก่บัขนาดของ ดีเอน็เอและกระแสไฟฟ้าที"
ใช ้ดีเอ็นเอ ที"แยกโดยวธีินี!สามารถมองเห็นไดเ้มื"อยอ้มดว้ยสีพิเศษ ซึ" งจะเรืองแสงเมื"อเจอกบัแสงอุลต
ร้าไวโอเลตซึ"งจะเห็นแถบ ดีเอน็เอ เรืองแสงบนแผน่วุน้ 

 ในปัจจุบนั เทคนิคทาง molecular phylogenetics เป็นเครื"องมือหนึ" งที"มีความสําคญัมากต่อ
การศึกษาทางชีววทิยา ในหลากหลายสาขา โดยเป็นการอาศยัองคค์วามรู้สมยัใหม่ดา้นวิวฒันาการและ
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ สิ"งมีชีวิตมาร่วมกบัการใชข้อ้มูลทางชีววิทยาเชิงโมเลกุลเช่น ลาํดบั
นิวคลีโอไทด์ของสายดีเอ็นเอ หรือลาํดบักรดอะมิโนของ สายโปรตีน ในการอธิบายความสัมพนัธ์เชิง
ววิฒันาการของสิ"งมีชีวติชนิดต่างๆ ซึ" งจะนาํไปสู่ความเขา้ใจในดา้นความ หลากหลายทางชีวภาพของ
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สิ"งมีชีวิตนั!น ๆ ตลอดจนนาํไปประยุกต์ใช้ในการวิจยัทั!งดา้นชีววิทยาเชิงอนุรักษ์ดา้น วิทยาศาสตร์
การแพทยด์า้นเทคโนโลยีการเกษตร และอีกหลากหลายสาขาของวิทยาศาสตร์ชีวภาพ การอบรมดา้น  

molecular phylogenetics ในครั! งนี! จึงจะเป็นการให้ความรู้พื!นฐานและการฝึกปฏิบติัที"เกี"ยวข้องกับ 
molecular phylogenetics เพื" อให้ผู ้เข้ารับอบรมได้เข้าใจถึงหลักการสํา คัญต่างๆของ molecular 

phylogenetics และวิธีการในการ วิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้น molecular phylogenetics ตลอดจนสามารถ
สืบหาและเตรียมข้อมูลทางด้านชีววิทยาเชิงโมเลกุล  เพื"อนํามาวิ เคราะห์ทางด้าน molecular 

phylogenetics เช่น เทคนิคการวิเคราะห์หาการเปลี"ยนแปลงทางวิวฒันาการของ ลาํดบัดีเอ็นเอและ
โปรตีน การสร้างแผนภาพ phylogenetic tree การอนุมานแผนภาพต้นไม้ phylogenetic tree การ 

ทดสอบทางสถิติแผนภาพ phylogenetic tree ตลอดจนการสร้างแผนภาพ phylogenetic tree จาก
เครื"องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอ 

เทคโนโลยสีารสนเทศ (Information technology) หมายถึง กระบวนการต่างๆ และระบบงาน
ที"จัดการ ให้ได้สารสนเทศที"ต้องการ มักอยู่ในลักษณะของฐานข้อมูล เช่น ฐานข้อมูลผูป่้วยใน
โรงพยาบาล ฐานขอ้มูลการลงทะเบียนเรียน ของนกัศึกษาในมหาวิทยาลยั เป็นตน้ ลกัษณะของขอ้มูล
ดิบ ดงักล่าว เมื"อปราศจากการจดัการด้วยกระบวนการทางสารสนเทศ  มกัจะมีปริมาณมาก ไม่เป็น
ระเบียบและยากต่อการเขา้ถึง ปัจจุบนั การศึกษาทางชีววทิยาปัจจุบนัในระดบัโมเลกุล นกัวจิยัทั"วโลก
ที" ทาํงานทางอณูชีววทิยาก็มีเป็นจาํนวนมาก ทาํใหข้อ้มูลการวจิยั ปริมาณมหาศาลถูกผลิตขึ!นในแต่ละ
วนัไม่รู้จบสิ!นเช่นเดียวกนั ดงันั!นขอ้มูลเหล่านี!ก็ตอ้งการวธีิการและระบบจดัการที"ดีเช่นกนั 

2.8 การวเิคราะห์ข้อมูลทางพนัธุกรรม  

การจดัเรียงลําดับนิวคลีโอไทด์หรือกรดอะมิโนจากสาย  โพลีเปปไทด์หลายๆ สายของ
ทั!งหมดหรือส่วนหนึ"งของสาย โพลีเปปไทด์ (alignment) เป็นขอ้มูลพื!นฐานในการทาํนาย โครงสร้าง
โปรตีน บริเวณที"จดัเรียงกนักนัไดดี้ที"สุดในโครงสร้าง จะมีการแสดงผลออกมาโดยการทาํงานของ
โปรแกรมซึ"งกาํหนดค่า โดยผูใ้ช ้การจดัเรียงที"ดีที"สุดนั!นมกัเป็นการพยายามที"จะทาํให้ ทั!งจาํนวนของ
ช่องว่างและลําดับกรดอะมิโนหรือดีเอ็นเอที"เข้าคู่ผิด (mismatch) มีค่าน้อยที"สุด (เจษฎา เด่นดวง
บริพนัธ์, 2545) การวิเคราะห์ขอ้มูลทางพนัธุกรรมจากการจดัเรียงลาํดบั นิวคลีโอไทด์ เป็นประโยชน์
ต่อการทาํงานทางชีวโมเลกุลมาก ทางดา้นการวิเคราะห์หายีน โครงสร้างของยีน เช่น ส่วนที"ทาํหนา้ที" 
ควบคุมการทาํงานของยนี (regulatory elements) ส่วนที"จะ ทาํการแปลรหสัเพื"อให้ไดโ้ปรตีน (coding 

sequence) ซึ" งสามารถ ประยุกต์ใช้ไดใ้นกระบวนการโคลนเพื"อการสร้างโปรตีนลูกผสม  ใหม่ๆ ขึ!น 
หรือแมก้ระทั"งการจดัจาํแนกและชี! เฉพาะสปีชีส์ของ สิ"งมีชีวิตโดยเทียบความคลา้ยคลึงจากลาํดบัเบส 
และสร้าง แผนภาพตน้ไมแ้สดงความสัมพนัธ์ของสิ" งมีชีวิตขึ!นมา เป็นตน้ สําหรับในงานทางด้าน
โปรตีน มกัเป็นการทาํงานที" เกี"ยวกบัการเปรียบเทียบโครงสร้างสามมิติของโปรตีน วิธีการที"ง่ายที"สุด
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ประกอบด้วย การเทียบบริเวณหนึ" งบริเวณ  หรือมากกว่าของโปรตีนเดียวกนัแต่มาจากแหล่งที"มาที"
ต่างกนั สามารถใหข้อ้มูลที"เป็นประโยชน์ไดเ้ช่น 

1. ความเหมือนหรือความต่างระหวา่งการทาํนาย โครงสร้างผลึก (crystal structure) ของสอง
ลาํดบักรดอะมิโน ที"อิสระต่อกนั  

2. ความเหมือนหรือความต่างระหว่างภายในกลุ่มของ โครงสร้างหนึ" งๆ ซึ" งมกัจะไดม้าดว้ย
การวเิคราะห์ NMR spectroscopy 

3. ความเหมือนหรือความต่างระหว่างโครงสร้างที"ได้ มาจากการใช้ข้อมูลทาง X-ray 

diffraction และ NMR spectroscopy  

4. ความเหมือนหรือความต่างที"เกิดขึ!นระหวา่ง อะโป- (apo-) หรือ ฮาโล- (halo-) โปรตีน  

5. การเปลี"ยนแปลงในโครงสร้างโปรตีนที"เกิดขึ!นเมื"อมีการ จบักบัลิแกนด์ (ligand) โคแฟค
เตอร์ (cofactor) หรือโลหะ 

โปรแกรมเปรียบเทียบโครงสร้างโปรตีนคู่เหมือนส่วนใหญ่ มกัถูกออกแบบเพื"อให้มาเทียบ
โครงสร้างโปรตีนคู่เหมือน (homologous protein) ที"มาจากสิ"งมีชีวิตต่างชนิดกนั มีโปรแกรม จาํนวน
มากมายและมีหลายยุทธวิธีที"ใช้กันในปัจจุบัน ในบทความนี!  จะขอยกตัวอย่างโดยสังเขป เพื"อ
ประกอบความเขา้ใจเท่านั!น ตวัอย่างที"ยกมานี! เป็นเพียงหลักการเบื!องตน้ของการทาํงานที" นักอณู
ชีววิทยาใช้ในงานวิจัย โดยส่วนใหญ่กระบวนการนี! มี  สองแบบ 1. สําหรับการประยุกต์เพื"อ
วตัถุประสงค์เชิงวงศ์วาน  วิวฒันาการหรือที"เรียกกนัว่าวิวฒันาการชาติพนัธ์ุ (phylogeny) จาํเป็นที"
จะตอ้งสนใจจาํนวนขอ้มูลที"จะนาํมาเทียบ วตัถุประสงคก์็ เพื"อที"จะเพิ"มความเป็นไปไดร้ะหวา่งการจดั
เรียงลําดับนิวคลีโอไทด์  หรือกรดอะมิโน (alignment of nucleotide or amino acid sequence) ที"
ใกล้เคียงกันที"ใกล้เคียงความจริง และเพื"อลดความ  คลาดเคลื"อนทางสถิติให้มากที"สุดเช่นกัน 2. 

สําหรับงานที"ตอ้งการหาโปรตีนที"ใกลเ้คียงกบัขอ้มูล ลาํดบักรดอะมิโนที"มีอยู ่นกัวิทยาศาสตร์มกัจะ
ใชโ้ปรแกรมที" สามารถทาํการเทียบลาํดบัโดยหาบริเวณที"เหมาะสมไดโ้ดย  อตัโนมติั โดยโปรแกรม
จะทาํการเลือกบริเวณการเริ"มเทียบโดย อตัโนมติัไดท้นัที เพื"อเปรียบเทียบคุณสมบติัหรือโครงสร้าง
ของ โปรตีนที"ตอ้งการศึกษากบัโปรตีนที"มีอยูใ่นฐานขอ้มูล 

2.9 ชีวสารสนเทศ (bioinformatics)  

เป็นศาสตร์เรียนรู้ด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพแขนงใหม่ ที"จะเป็นวิชาการแขนงหนึ" งซึ" งมี
ความสําคญัมากที"สุด ในการศึกษาวิทยาศาสตร์ของสิ"งมีชีวิตในศตวรรษที" 21 ผูเ้ชี"ยวชาญหลายท่าน
ถึงกับกล่าวไวว้่าศาสตร์แขนงชีววิทยาในยุคใหม่นี!  จะเปลี"ยนแปลงรูปโฉมจาก purely lab-based 

science ไปเป็น information science และแนวโนม้ดงักล่าวก็เริ"มปรากฏใหเ้ห็นเป็นรูปธรรมมากขึ!นใน
ขณะนี!  
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ชีวสารสนเทศศาสตร์พฒันามาจากความกา้วหนา้ทางวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยชีีวภาพดา้น
จีโนม จีโนมิกส์และโปรตีโอมิกส์ ประกอบกบัพฒันาการของวิทยาการทางด้านคอมพิวเตอร์และ
ระบบฐานขอ้มูลที"เกี"ยวกบัสิ"งมีชีวติทั!งหลาย ไม่วา่จะเป็นจุลินทรีย ์พืช สัตว ์และมนุษย ์ขอ้มูลดงักล่าว
มีอยู่มากมายมหาศาล ก่อให้เกิดการพฒันาระบบการเก็บขอ้มูล การวิเคราะห์และสังเคราะห์ขอ้มูล 
ตลอดจนการแปลผลจากขอ้มูล โดยการผสมผสานกบังานวิจยัทางด้านคณิตศาสตร์ ดา้นสถิติ และ
วทิยาการคอมพิวเตอร์ยคุใหม่ที"พฒันากา้วหนา้ไปอยา่งรวดเร็วเช่นกนั 

ขอ้มูลทางชีววทิยาที"เกี"ยวกบัชีวสารสนเทศศาสตร์ (Bioinformatics)อยา่งเช่น ขอ้มูลรหสัทาง
พนัธุกรรมต่างๆ, ขอ้มูลลาํดบัรหัสของโปรตีนชนิดต่างๆ, ขอ้มูลปริมาณของชีวโมเลกุลชนิดต่างๆ
รวมถึงระดบัการแสดงออกของยีน(gene)ต่าง ๆ อยา่งพวกขอ้มูลของ mRNA และโปรตีนที"ไดจ้ากยีน
(gene)นั! นๆ , และข้อมูลหมายเหตุต่างๆ (annotation data) โดยจะเอาข้อมูลเหล่านี! ไปทําการจัด
เรียงลาํดับรหัสของโปรตีน การจดัโครงสร้างของโปรตีน การทาํนายโครงสร้างของโปรตีน การ
คน้หาสืบคน้ยนี(gene) หรือ การสร้างแบบจาํลองทางวิวฒันาการต่างๆ เป็นตน้ เนื"องจากขอ้มูลเหล่านี!
มีจาํนวนมากและมีความซบัซ้อนมาก หากศึกษาชีวสารสนเทศศาสตร์(Bioinformatics) จะทาํให้การ
จดัเก็บ สืบคน้ และประมวลผลขอ้มูลต่างๆเหล่านี!ไดส้ะดวกและมีประสิทธิภาพมากขึ!น 



 

 

บทที  3 

วธีิดําเนินงานวจัิย 

1.  การสกดัดีเอน็เอ 

 1.1 นาํใบมะม่วงนํ าดอกไมที้!เก็บไวที้!ตูแ้ช่แขง็ -20 OC 

ขั นตอนการสกดัดีเอน็เอชุด RBC 

สารเคมีในชุดสกดัดีเอน็เอ 

                   1. GPI buffer =25ml 

                   2. GPXI buffer =25ml 

                   3. GP2 buffer =6ml 

                   4. GP3 buffer =15ml เติม 30 ml isopropanol หรือ propanel ลงใน GP3 buffer 

                   5. W1 buffer =25ml 

                   6. Wash buffer =25ml เติม 50 ml ethanol (96-100%) ลงใน Wash buffer  

                   7. Elution buffer =30 ml (อุ่นที! 65องศาเซลเซียส ก่อนใชง้าน) 
                   8. RNase A 275ul 

                   9. Filter column (หวักรองสีขาว) 50 ชิ น 

                  10. GD column (หวักรองสีเขียว) 
                       11. 2 ml collection tube 100 ชิ น    
     วธีิการสกดัดีเอ็นเอจากพืช 

      1. ชั!งใบพืชสดหรือใบพืชแช่แข็ง 50-100 mg (ถา้เป็นใบแห้งใช้5-100 mg) หั!นหรือสับเป็นชิ น เล็กๆ
บดกบัไนโตรเจนเหลว จนเป็นผงละเอียด ตกัใส่หลอด 1.5 ml  

      2. เติม GPI (หรือ GPXI) 400 µl และ RNase A 5 µl ลงในหลอดทดลอง 1.5 mlนาํไปปั!นบน vortex 

      3. นาํไปอุ่นใน 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา10นาที (กลบัหลอดทุก5นาที) 
             4. เติม GP2 100 µl นาํไปปั!นบน vortex 

             5. นาํไปแช่นํ าแขง็ 3 นาที 

             6. ใส่ Filter column (หวักรองสีขาว) ลงใน 2 ml collection tube เตรียมไว ้

             7. นาํสารละลายจากขอ้ 5 (อยูใ่นหลอดทดลอง 1.5ml) เทลงใน Filter column ที!เตรียมไว ้

             8. นาํไปปั!นที! 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที 

             9. ทิ ง Filter column เทสารละลายที!ไดใ้ส่ หลอด 1.5 อนัใหม่ 
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    ขั น DNA binding 

    10. เติม GP3 (ซึ! งเติม isopropanol แล้ว) จาํนวน 1.5เท่าของสารที!กรองได้ เช่น สารที!กรองได้ 500 µl 

ใหเ้ติม GP3จาํนวน 750 µl (รวมเป็น 1,250 µl) เป็นตน้ นาํไปปั!นบน vortex เป็นเวลา 5วนิาที 

     11. ใส่หลอด GD column (หวักรองสีเขียว) ลงใน 2 ml collection tube อนัใหม่ เตรียมไว ้

     12. ดูดสารละลายในขอ้ 10 ประมาณ 700 µl ลงใน GD column ส่วนที!เหลือ (~550 µl) ใชท้าํ ขอ้15 

     13. นาํไปปั!นที! 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที 

     14. ทิ งเฉพาะสารละลายที!อยูใ่น collection tube นาํ GD column ใส่กลบัลงใน collection tube อนัเดิม 

      15. ทาํซํ าขอ้ 12-14 โดยนาํสารละลายจากส่วนที!เหลือใช้ในขอ้ 10 (หรือขอ้12) (~550 µl) เติมลงใน 
GD column  นําไปปั!นที! 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที  ทิ งเฉพาะสารที!อยู่ใน collection tube อนัเดิมอีก
ครั ง 

ขั นตอนการลา้งดีเอ็นเอ 

     16. เติม W1 buffer จาํนวน 400 ลงใน GD column 

     17. นาํไปปั!นที! 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วนิาที 

     18. เทสารละลายใน collection tube ทิ งลงใน collection tube อนัเดิม 

     19. เติม Wash buffer ที!เติม ethanol แลว้จาํนวน 600 µl ลงใน GD column 

     20. นาํไปปั!นที! 13,000 rpm เป็นเวลา 30 นาที 

     21. เทสารละลายใน collection ทิ งไปนาํ GD column ใส่กลบัลงใน collection tube อนัเดิม 

     22. นาํไปปั!นที! 13, 000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพื!อให้สารลงบน GD column (ethanol 96-100%) ลงใน 
GD column แทน buffer) 

     23. นาํ GD column ที!แหง้วางลงในหลอด 1.5 ml อนัใหม่ (ตอ้งตดัฝาทิ งก่อน) 
ขั น DNA Elution 

     24. เติม preheated Elution buffer (อุ่นที!  65องศาเซลเซียส) จํานวน 100 µl ลงตรงกลางของ GD 

column และทาํการละลาย DNA อยูใ่นหลอด 1.5 ml ที!ถูกตดัฝา 

     25. ตดัทิ งไว ้3-5 นาที (เพื!อให้ Elution butter ซึมซับไปทั!วกลางของ GD column และทาํการละลาย 
DNA ออกมา) นําไปปั!น 13,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ทิ ง GD column ไปได้สารละลาย DNA อยู่ใน
หลอด 1.5 ml ที!ถูกตดัฝา 
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     26.  ถ่ายสารละลาย DNA ในหลอด   1.5 ml ที!ถูกตดัฝาลงในหลอด 1.5 อนัใหม่ หรือหลอด PCR ปิด
ฝาใหส้นิท รัดดว้ย Para film ให้แน่น ใส่ถุงพลาสติก ชนิดแช่แขง็ ติดฉลากให้เรียบร้อย นาํไปแช่ในตู ้–20

องศาเซลเซียส เพื!อใชง้านต่อไป       
2.  การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณของดีเอน็เอ 

 2.1 วิธี Gel electrophoresis ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที!สกดัได ้โดยเปรียบเทียบความสว่างกบั
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) 1.0 % agarose gel นาํมาคาํนวณหาความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ
ในแต่ละตวัอยา่ง 

 2.2 วิธีวดัการดูดกลืนแสง วดัปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ที!ความยาวคลื!น 260 nm และ 280 nm ด้วยเครื! อง spectrophotometer และคํานวณความ
เขม้ขน้ของดีเอ็นเอ จากสูตร  
 

ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ = 50 x A260 x    ปริมาตรของสารละลายทั งหมด (µl) 
                                                         ปริมาตรของสารละลายดีเอ็นเอที!ใช ้(µl) 
ความบริสุทธิ$ ของสารละลายดีเอน็เอหาจากอตัราส่วนระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที!ความยาวคลื!น

260 nm และ 280 nm (A260/A280) ดีเอ็นเอที!มีความบริสุทธิ$ ควรมีอตัราส่วนระหว่าง A260/A280 อยู่ระหว่าง 
1.6 -1.8 ถา้ค่าน้อยกวา่ 1.6 แสดงวา่ดีเอ็นเอมีการปนเปื อนจากสารอินทรียอื์!นๆ และถา้มากกวา่ 1.8 แสดง
วา่มี RNA ปนเปื อนอยู ่
3.  การตรวจหาลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์ 

 3.1 การหาปริมาณดีเอ็นเอที!เหมาะสมในการเป็นแม่แบบขอปฏิกิริยาพีซีอาร์ ทดสอบใชดี้เอ็นเอ
ของมะขามทั ง 10 พนัธ์ุโดยทดสอบจากปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบที!ปริมาณ 50 นาโนกรัม เป็นแม่แบบ โดย
เลือกไพรเมอร์ 1 เส้น เพื!อหาปริมาณดีเอ็นเอที!เหมาะสมในการเป็นแม่แบบของปฏิกิริยาอาร์เอพีดี และนาํ
ผลผลิตของอาร์เอพีดีมาตรวจสอบผลดว้ย 1.5 % agarose gel  

 3.2 ตรวจหาไพรเมอร์ที!เหมาะสม โดยใชไ้พรเมอร์มาทดสอบกบัดีเอน็เอหนึ!งตวัอยา่ง เพื!อหาไพร
เมอร์ที!สามรถเพิ!มปริมาณดีเอ็นเอได ้และทดลองปรับเปลี!ยนสภาวะในปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของมะขามทั ง 3 สายพนัธ์ุ ด้วยปฏิกิริยา PCR มีส่วนประกอบและความเขม้ข้นของ
สารละลายที!เหมาะสมต่อการทาํปฏิกิริยา PCR ดงันี  (ตารางที! 1) 
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ตารางที! 1 ส่วนประกอบและความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารละลายในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 

ส่วนประกอบของสารละลาย ปริมาตรต่อหลอด (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา 

1. DNA templat (50 ng/µl) 1 50 ng 

2. Buffer (10 เท่า) 1.5 1.0 เท่า 

3.MgCl2 (50 mM) 7.5 2.5 mM 

4.dNTP (10 mM) 0.3 200 µM 

5. Primer (4 µM /100 µl) 1.2 2.0 µM 

6. Taq DNA polymerase (2U/µl) 0.25 0.5  U/15µl 

7. ddH2O ปลอดเชื อ 10 - 

รวม 15 - 

 

ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ให้เขา้กนัในหลอดสําหรับ PCR และนาํเขา้เครื!องพีซีอาร์ โดยมี
รายละเอียดของการปรับเปลี!ยนอุณหภูมิดงันี  

 

 ขั นที! 1 predenature ที!อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที จาํนวน 1 รอบ 

 ขั นที! 2 denature ที!อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 

              Annealing ที!อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 นาที                     จาํนวน 35 รอบ 

              Extension ที!อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

 ขั นที! 3 final extension ที!อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 

 เก็บสารละลายผลผลิตของปฏิกิริยา PCR (PCR product) ที!อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แลว้นาํไป
ตรวจสอบผลบน 1.5% agarose gel 

 3.3 นาํตวัอยา่งดีเอน็เอทั งหมดมาทาํการทดลองโดยใชไ้พรเมอร์ดงัแสดงในตารางที! 2  

 3.4 ตรวจสอบผลบน agarose gel 1.2% 
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ตารางที! 2 ไพรเมอร์และลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์  
 

ลาํดบัที  ไพรเมอร์ นิวคลโีอไทด์ไพรเมอร์จาก ปลาย 5’ ไปยงั 3’ 

1 
F 

R 

5’ GCTGCGGAATCTTCTACTGG 3’ 

5’ CCAAAGATCTCGGTCAAAGC 3’  

2 
F 

R 

5’ GACAACTGTGTGGACCGATG 3’ 

5’ CCCCAAGGGTGTCCTAAAGT 3’ 

3 
F 

R 

5’ GACAACTGTGTGGACCGATG 3’  

5’ ATCGCGTCCTTCATTACGAG 3’ 

 

3.1 การเพิ!มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

                    เตรียมสารละลายสําหรับใช้ในปฏิกิริยา PCR  ปริมาตร &'  มาโครลิตร  ซึ! งประกอบด้วย 
PCR buffer ความเขม้ขน้ * เท่า (KCI 50 มิลลิโมลาร์; Tris-HCI, pH 9.0 10 มิลลิโมลาร์ และ Triton X-100 

0.1%) MgCI2  ความเข้มข้น &.'  มิลลิโมลาร์, dNTPs 0.2  มิลลิโมลาร์ ไพร์เมอร์ +.&'  ไมโครโมลาร์ 
TaqDNA polymerase จาํนวน * ยูนิต  และจีโนมิกดีเอ็นเอ *++  นาโนกรัม ทาํปฏิกิริยา PCR  ในเครื!อง
ควบคุมปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส(Swift.Maxfro.Thermal Cyclers,ESCO,Singapore)ตั งโปรแกรม ดงันี  

ขั นที!  *  Initial denaturation  ที!อุณหภูมิ -'  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  0  นาที 

ขั นที!  &  Denaturation ที!อุณหภูมิ  -'  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1+  วนิาที 

ขั นที!  0  Primer  annealing  ที!อุณหภูมิ  ''  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1+  วนิาที 

ขั นที!  1  Primer  extension  ที!อุณหภูมิ  2&  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  *  นาที 

ขั นที!  '  Final  extension  ที!อุณหภูมิ  2&  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  '  นาที 

นาํผลผลิตดีเอน็เอที!เพิ!มปริมาณได ้ (PCR product)  มาตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีส 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ที!ออกแบบได ้ปฏิกิริยาประกอบดว้ย  

1. สารละลายดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1.0 ไมโครลิตร 

2. คู่ไพรเมอร์ (5 พิโครโมล/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 

3. 2 mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร 

4. 10X PCR buffer 1.25 ไมโครลิตร 

5. Taq DNA polymerase (5 ยนิูต/ไมโครลิตร) 0.1 ไมโครลิตร  

6. นํ ากลั!นใหมี้ปริมาตรรวมเป็น 12.5 ไมโครลิตร  
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3.2 การตรวจผลปฏิกิริยา PCR ดว้ย Agarose gel  

นาํดีเอน็เอที!ไดจ้ากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบดว้ย agarose gel 1.5 เปอร์เซ็นต ์โดยใชผ้ลผลิตพีซี
อาร์ 3 ไมโครลิตร ผสมกบั 6x loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในช่อง agarose gel ทีละตวัอยา่ง
จนครบ และเปรียบเทียบขนาดของชิ นดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda DNA /HindIII (บริษัท 
SibEnzyme, Russia) ซึ! งเป็นดีเอ็นเอที!ทราบขนาดและปริมาณที!แน่นอนเพื!อใช้ในการเปรียบเทียบขนาด
ของผลผลิตที!ไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากนั นทาํการแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยเครื!อง electrophoresis โดยใช้
แรงดนัไฟฟ้า 75 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที นําไปตรวจผลบนเครื!องฉาย UV (UV Transilluminator) และ
บนัทึกภาพการเรืองแสงของดีเอ็นเอดว้ยกลอ้ง polaroid camera โดยทั!วไป การตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา
พีซีอาร์หากชิ นยีนมีขนาดใหญ่ 500 - 1,00 bp มักเตรียม agarose gel ให้มีความเข้มข้นที!ประมาณ 0.8 

เปอร์เซ็นต์ แต่เนื!องจากในการทดลองนี  ผลผลิตพีซีอาร์ที!ไดมี้ขนาดประมาณ 200 bp และ 246 bp การ
ตรวจสอบจึงตอ้งใช้ความเขม้ขน้ของ agarose gel ให้มากขึ นเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ เนื!องจากความเขม้ขน้
ของ agarose gel ที!มีค่าสูง ช่องวา่งระหวา่งโมเลกุลในเนื อสารจะยิ!งมีค่าลดลง จึงทาํใหดี้เอน็เอที!ยิ!งมีขนาด
ใหญ่จะเคลื!อนที!ไปตามแรงดนักระแสไฟฟ้าได้ลดลง ในขณะที!ดีเอ็นเอที!มีขนาดเล็กจะยงัคงสามารถ
เคลื! อนผ่านช่องว่างระหว่างโมเลกุลของ agarose gel ได้ ด้วยเหตุนี  การแยกขนาดดีเอ็น เอด้วย 
electrophoresis บน agarose gel ที!มีความเขม้ขน้สูงขึ นจึงสามารถแยกชิ นดีเอน็เอที!มีขนาดต่างกนัไดดี้ขึ น  
4. การคํานวณและวเิคราะห์ข้อมูล  

นําข้อมูลพันธุกรรมที!ได้ทั งหมดมาวิเคราะห์ความหลากหลาย หรือความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม ในรูปของค่าความผนัแปรทางพนัธุกรรมต่างๆ ไดแ้ก่ ค่าเฉลี!ยต่อตาํแหน่ง (per locus average) 

ของแอลลีลที!ประกอบดว้ย averaged number of alleles (Na), effective number of alleles (Ae) และ allelic 

richness (R) และรวมถึงค่าเฮเท อโรไซ โกซิ ตี  ทั งค่ าสั งเกต  (observed heterozygosity, Ho) และค่ า
ค าด ค ะ เน  (expected heterozygosity, He) แ ล ะ ท ด ส อ บ ส ม ดุ ล ฮ าร์ ดี -ไ ว น์ เบิ ร์ก  (Hardy-Weinberg 

equilibrium, HWE) ในแต่ละประชากร โดยการวิเคราะห์ ณ แต่ละตาํแหน่งที!มีความหลากรูปแบบทาง
พันธุกรรม  (polymorphic locus) ด้วยวิธี  likelihood ratio test (Yeh et al., 1999) และวิเคราะห์รวมทุก
ตาํแหน่งที!สํารวจดว้ยวิธี Chi-square test ตรวจวิเคราะห์ null allele ในทุกตาํแหน่งของทุกประชากร โดย
จะปรับจีโนไทป์และทดสอบสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กใหม่ ณ ตาํแหน่งและประชากรที!ตรวจพบ null allele 

คาํนวณค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ของ Nei (1978) พร้อมทั งวิเคราะห์โครงสร้าง
ความสัมพนัธ์ทางพันธุกรรมระหว่างประชากร (dendrogram) ด้วยวิธี unweighted pair-group method 

with arithmetic averaging (UPGMA) โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  FSTAT version 1.2 (Goudet, 1995) แ ล ะ 
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POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ย ก เว้น ก ารวิ เค ราะ ห์  null allele แล ะ ป รับ จีโน ไท ป์ ใช้
โปรแกรม Micro-Checker version 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004)  

วิเคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างประชากรโดยวิธี analysis of molecular variance 

(AMOVA) โดยระบุกลุ่มประชากรตามที!ปรากฏในโครงสร้างความสัมพนัธ์ที!วิเคราะห์ได ้เพื!อตรวจสอบ
ความแตกต่างใหค้รอบคลุมทุกระดบัที!ปรากฏในโครงสร้าง โดยตรวจสอบจากค่า F-statistics (inbreeding 

coefficients หรือ fixation indexes) ซึ! งคาํนวณจากค่า variance components แลว้ทดสอบโดยการวิเคราะห์
ค่า P ในทุกระดบั และทุกคู่ประชากร ของการตรวจสอบความแตกต่างที!ระดบันยัสําคญัของค่า P ที! 0.02 

(Fu, 1997; Excoffier et al., 2006) การตรวจสอบความแตกต่างระหว่างคู่ประชากรทุกคู่ ใช้การวิเคราะห์
ค่า P ของ Fst ระหว่างคู่ประชากร (PFst) และวิธี exact test (Pexact) ภายใตร้ะดบันัยสําคญัของค่า P ที!
ได้รับการปรับโดยใช้ Bonferroni correction เพื!อความถูกต้องสาหรับการทดสอบแบบ  multiple tests 

(Rice, 1989) และวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม Arlequin version 3.1  

 



 

 

บทที  4 

ผลการวจัิย 

1. ผลการสกดัดีเอน็เอ 

 จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบของมะม่วงนํ าดอกไม้จาํนวน 5 ต้น เมื"อตรวจสอบผลบน 1.0 % 

agarose gel ที"ยอ้มดว้ยสารละลาย ethidium bromide เมื"อวดัเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่าดีเอ็น
เอที"สกดัไดมี้ปริมาณมากเพียงพอต่อการนาํไปใช้ในขั นตอน PCR ต่อไป และจากการวดัค่าการดูดกลืน
แสงของดีเอ็นเอสามารถหาค่าเขม้ขน้ไดด้งัตารางที" 2 

ตารางที" 3 ความเขม้ขน้จีโนมิกดีเอ็นเอ (A260) (ng/µl) 

 

ตน้ที"  ความเขม้ขน้ของจีโนมิกดีเอ็นเอ (A260) (ng/µl) 

          สกดัครั งที"      1      2               3 

1   810.0  857.6  742.0   

2   741.2  733.3  629.4  

3   638.7  611.5  661.2 

4   711.2  689.2  622.0   

5   451.2  588.3  493.6  

 

หลงัจากการสกดัดีเอน็เอ หาความเขม้ขน้และความบริสุทธิ# ของดีเอ็นเอโดยวดัค่าการดูดกลืนแสง

ที"ความยาวคลื"น260 nm และ 280 nm และหาความบริสุทธิ# จากอตัราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที"

ความยาวคลื"น260 nm และ 280 nm (A260/A280) หากดีเอ็นเอที" มีความบริสุทธิ# จะมีอัตราส่วนระหว่าง 

A260/A280 อยูที่"ระหวา่ง 1.6 -1.8 ถา้ค่านอ้ยกวา่ 1.6 แสดงวา่ดีเอน็เอมีการปนเปื อนจากสารอินทรียอื์"นๆ และ

ถา้มากกวา่ 1.8 แสดงวา่มี RNA ปนเปื อนอยู ่ซึ" งจากการตรวจสอบดงักล่าวไดค้่าสัดส่วนระหวา่ง A260/A280 

ดงัตารางที" 3 
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ตารางที" 4 ความเขม้ขน้จีโนมิกดีเอน็เอและค่า A260/A280ของใบมะม่วงนํ าดอกไม ้ 
ค่าการดูดกลืนแสงที"ความยาวคลื"น 260 nm และ 280 nm (A260/A280) 

ซํ าที" 
ตน้ที" 

1 2 3 ค่าเฉลี"ย 

1 2.0 1.9 1.6 1.83 

2 1.7 1.8 2.1 1.86 

3 1.7 1.9 1.6 1.73 

4 1.8 1.7 1.8 1.76 

5 1.6 1.9 1.9 1.80 

 

 เมื"อวดัค่าความบริสุทธิ# ของดีเอ็นเอแลว้ นาํมาตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอน็เอที"สกดัไดด้ว้ย
วธีิเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส และวดัปริมาณดีเอ็นเอดว้ย Spectrophotometer เพื"อตรวจคุณภาพของดี
เอน็เอ หากชิ นจีโนมิกซ์ดีเอน็เอมีความสมบูรณ์ ไม่แตกหกัเสียหายมากนกั ดีเอ็นเอส่วนใหญ่จะรวมตวักนั
อยูบ่ริเวณดา้นบนของเจลและมกัไม่สามารถเคลื"อนที"ผา่นเจลลงไปยงัดา้นล่างไดม้ากนกั การสกดัดีเอน็เอ
ของพืชควรเลือกใบอ่อนของพืช เพราะเป็นแหล่งของดีเอน็เอที"แทจ้ริง และสอดคลอ้งกบัการทดลองของ 
Michiels และคณะ (2003) ที"ไดศึ้กษาการสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบของพืชโดยการเปรียบเทียบระหว่าง
การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของใบอ่อนและใบแก่ พบว่า ใบพืชอ่อนจะมีองค์ประกอบของสารประกอบ
ประเภทพอลิแซคคาไรด์ (polysaccharides) และพอลิฟินอลิก (polyphenolic compounds) น้อยกว่าใบแก่ 
ซึ" งสารประกอบเหล่านี จะมีผลต่อปฏิกิริยากบัโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกในรูปของตะกอนที"ไม่ละลายนํ า 
นอกจากนี สารประกอบพอลีแซคคาไรด์และพอลิฟินนอลิกยงัมีผลในการยบัย ั งดีเอ็นเอในขั นตอนการ
สกดัอีกดว้ย ซึ" งสอดคลอ้งกบั Lim และคณะ (1997) ภายหลงัจากการตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรี
ซีสในอะกาโรสเจล พบว่า ไม่สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอ เนื"องจากไดป้ริมาณดีเอ็นเอน้อยและอาจมีการ
ปนเปื อนของสารทุติยภูมิ (sccondary metaboliti) หรือสารพวกโฟลีแซคคาไรด์ (polysaccharide) ที"มีอยู่
ในพืช จากดีเอ็นเอที"ไดส้ามารถนาํมาตรวจสอบโดยวิธีการเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส  ดงัแสดงใน
ภาพที" 1 
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ภาพที" 1 ผลการสกดัดีเอ็นเอจากใบมะม่วงนํ าดอกไม ้บน 1.0 % agarose gel 

     หมายเหตุ  Lane M     คือ 100 bp DNA Maker 

             Lane ที" 1   คือ ดีเอน็เอจากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 1 

                    Lane ที" 2   คือ ดีเอน็เอจากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 2 

                    Lane ที" 3   คือ ดีเอน็เอจากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 3 

     Lane ที" 4   คือ ดีเอน็เอจากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 4 

     Lane ที" 5   คือ ดีเอน็เอจากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 5 

2. ผลการหาลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์ 

2.1 การตรวจสอบไพรเมอร์ที เหมาะสมในการสร้างลายพมิพ์ดีเอน็เอ ของมะม่วงนํ"าดอกไม้  
ทาํการเพิ"มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ เพื"อเพื"อใชใ้นการเพิ"มปริมาณดีเอ็น

เอบริเวณที"สนใจดว้ยไพรเมอร์ที"แตกต่างกนัตามความสามารถของไพรเมอร์แต่ละคู่สามารถเขา้จบักบัจีโน
มิกดีเอ็นเอของมะม่วงในแต่ละตวัอยา่ง โดยไพรเมอร์ที"สามารถเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอได ้มีจาํนวนทั งหมด 3 

คู ่ดงัตารางที" 3 

 

 

 

 

M          1             2              3              4             5      

500 bp 

1000 bp 
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ตารางที" 5 ไพรเมอร์และลาํดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ ที"สามารถให้แถบดีเอ็นเอ เมื"อใช้ดีเอ็นเอจาก
ตวัอยา่งมะม่วงนํ าดอกไม ้

 

ลาํดบัที  ไพรเมอร์ นิวคลโีอไทด์ไพรเมอร์จาก ปลาย 5’ ไปยงั 3’ 

1 
F 

R 

5’ GCTGCGGAATCTTCTACTGG 3’ 

5’ CCAAAGATCTCGGTCAAAGC 3’  

2 
F 

R 

5’ GACAACTGTGTGGACCGATG 3’ 

5’ CCCCAAGGGTGTCCTAAAGT 3’ 

3 
F 

R 

5’ GACAACTGTGTGGACCGATG 3’  

5’ ATCGCGTCCTTCATTACGAG 3’ 

 

3. การวเิคราะห์ผลของลายพมิพ์ดีเอน็เอ 

 ผลการใช้ไพรเมอร์เพื"อเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอของมะม่วงนํ าดอกไม้ ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ เมื"อ
ตรวจสอบด้วย 1.0%  agarose gel  พบไพรเมอร์ทุกเส้นที"ใช้ทดสอบเพิ"มปริมาณดีเอ็นเอของมะม่วง
นํ าดอกไมไ้ด ้ลายพิมพดี์เอ็นเอของมะม่วงนํ าดอกไมจ้ากไพรเมอร์แต่ละเส้นมีจาํนวนชิ นดีเอ็นเอที"ต่างกนั
ดงัแสดงในภาพที" 2 

 

 

                                   

 

ภาพที" 2 ผลปฏิกิริยาพีซีอาร์จากดีเอ็นเอมะม่วงนํ าดอกไม ้บน 1.5 % agarose gel 

หมายเหตุ  Lane M     คือ 100 bp DNA Maker 

             Lane ที" 1   คือ PCR Product  จากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 1 

M               1              2            3             4           5      

500 bp 



30 
 

                    Lane ที" 2   คือ PCR Product  จากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 2 

     Lane ที" 3   คือ PCR Product  จากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 3 

     Lane ที" 4   คือ PCR Product  จากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 4 

     Lane ที" 5   คือ PCR Product  จากใบมะม่วงนํ าดอกไมต้น้ที" 5 

เมื"อไดผ้ลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เรียบร้อยแลว้ นาํตวัอยา่งที"ไดส่้งวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ที"

บริษทั วอร์ด เมดิก เพื"อส่งวิเคาระห์ผลต่อไปที" บริษทั First BASE Laboratories ประเทศสิงคโปร์ ซึ" งจาก

การวเิคราะห์ผลไดล้าํดบัดีเอน็เอดงันี  คือ 

AACTCCTCAACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTAC

ATGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGA

GCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGT

TCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCT

AGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGA

GAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCC

GCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGAT 

รูปที" 3 แสดงลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcl ที"ไดจ้ากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ ขนาด 484 นิวคลี

โอไทด ์

4. การวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ร่วมกนัทางววิฒันาการด้วยยนี rbcl 

 จากเหตุผลดงักล่าว จึงตอ้งมีการศึกษาการใชเ้ครื"องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลทร่์วมกบัการ

จดัจาํแนกความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ ซึ" งในงานวิจยันี ไดท้าํการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของตวัแทน

ยนีที"มีความจาํเพาะเจาะจงในระดบัสปีชีส์และยงัสามารถจาํแนกไดลึ้กกวา่ระดบัสปีชีส์ ซึ" งในการทดลอง

นี ไดศึ้กษายีน rbcl หรือ Ribulose 1,5-Biphosphate Carboxylaseloxy Genase ซึ" งเป็นยีนในคลอโรพลาสต์

จีโนมที"ทาํหน้าที"ถอดรหัสเอนไซม์ ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO) หน่วย

ยอ่ยขนาดใหญ่ (large subunit) เอนไซม ์RubisCO ที"สมบูรณ์ หน่วยย่อยขนาดใหญ่และขนาดเล็กรวมตวั

กนั) จะทาํหน้าที"เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาการรวมตวัของ RuBP กบั CO2 ในวฎัจกัรคาลวิน (Calvin’s cycle) 

(Soltis & Soltis, 1998) ความยาวของยีน rbcl มีความแปรผนัเล็กน้อยในพืชแต่ละชนิด โดยทั"วไปมีความ

ยาวเฉลี"ย 1,400 คู่เบส (Ford et al., 2009) ในการนาํมาใชเ้ป็นดีเอ็นเอมาตรฐานเพื"อสร้าง DNA barcode จะ
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ใช้เพียงบางส่วนของยีนที" มีความยาวตั งแต่ 500-700 คู่เบส  (Kress & Erickson, 2007; Gonzalez et al., 

2009; Ebihara et al., 2010) จุดเด่นของยีน rbcl ที" CBOL Plant Working Group พิจารณาว่าเหมาะสําหรับ

เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานคือ มีความเป็นมาตรฐานสากล และใหล้าํดบันิวคลีโอไทดที์"มีคุณภาพดีมาก  

จากการศึกษาดงักล่าว จึงไดน้าํขอ้มูลขา้งตน้มาใช้ในการร่วมกนัในจาํแนกมะม่วงนํ าดอกไมแ้ต่ละพนัธ์ุ

ปลูกเพื"อแสดงถึงลกัษณะการมีความสัมพนัธ์ร่วมกนัทางววิฒันาการ  

5. การหาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการด้วยการสร้างแผนภาพ phylogenetic tree 

จากลาํดับนิวคลีดอไทด์ดงักล่าว เมื"อนํามาเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล 
NCBI จากเว็ปไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  และได้นําลําดับนิวคลีโอไทด์ไฟล์แบบ FASTA 

format จากมะม่วงอีก 5 พนัธ์ุปลูก ไดแ้ก่ มะม่วงอกร่อง, มะม่วงแกว้, มะม่วงเขียวเสวย, มะม่วงหนองแซง
และมะม่วงโชคอนนัต ์ดงัแสดงต่อไปนี  
มะม่วงอกร่อง  

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG

TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACC

ATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTA 

  

มะม่วงแก้ว 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG

TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC



32 
 

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACC

ATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

 

มะม่วงเขียวเสวย 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG

TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATAAGAACGTGAACTCCCAACC

ATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

 

มะม่วงหนองแซง 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG

TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACC

ATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

 

มะม่วงโชคอนันต์ 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG
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TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATGACAACGTGAACTCCCAACCA

TTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

มะม่วงนํ าดอกไม ้

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGACTTAT

TATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGAG

TTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGA

CCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAGCCCGTTGCTGGAGAAG

AAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTT

ACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTCTACGTCTAGAGGATCTACGAATCC

CTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACA

AGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCGAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAG

AGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGACTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACC

ATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

จากขอ้มูลพบวา่มะม่วงนํ าดอกไมเ้มื"อเทียบกบัมะม่วงพนัธ์ุอื"น พบว่า มีลาํดบัที"ค่อนขา้งห่างจาก
มะม่วงพันธ์ุอื"นๆ ซึ" งเทียบได้จากค่า genetic distant เพื"อหาความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการกันโดยใช้
โปรแกรม BioEdit version $.&.& ในการเปรียบเทียบลาํดับเบสของยีน  rbcl ระหว่างพนัธ์ุปลูกมะม่วง
นํ าดอกไม้ข้างต้น ใช้โปรแกรม CLUSTAL X ('.)*) ในการทํา multiplealignment และใช้โปรแกรม 
Bioedit ด้วยวิธี Neighbor-Joining/UPGMA method version *.-a0.' ได้ผลดังแสดงในภาพที" 30 ซึ" งเมื"อ
พิจารณาความสัมพนัธ์ที"มีความใกลชิ้ดกนัของมะม่วงนํ าดอกไมใ้นไอโซเลตต่างๆ จะเห็นไดว้า่ มะม่วงแต่
ละพนัธ์ุมีค่า genetic distant ดังนี คือ มะม่วงอกร่อง = &.&&001, เขียวเสวย = &.&&0*-, แก้ว = &.&&&&&, 

หนองแซง = &.&&&*2, F=โชคอนนัต ์= &.&&&*2 และ นํ าดอกไม ้= 0.$01$1 ซึ" งจากค่าดงักล่าว ค่าที"ไดห้าก
ยิ"งมีค่ามาก แสดงวา่ สิ"งมีชีวิตนั นมีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมกบัสิ"งมีชีวติที"เปรียบเทียบกนัค่อนขา้งนอ้ย 
ซึ" งจะเห็นไดว้า่ มะม่วงนํ าดอกไมมี้ความใกลชิ้ดทางพนัธ์ุกรรมหรือความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมค่อนขา้ง
นอ้ยเมื"อเทียบกบัมะม่วงพนัธ์ุปลูกอื"นๆดงัแสดงจากการสร้าง Phylogenetic tree ดงัรูปที" 3 
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ภาพที" 3  แสดงความสัมพนัธ์เชิงวงศ์วานวิวฒันาการของมะม่วงนํ าดอกไม้ที"ได้จากการวิเคราะห์โดย
โปรแกรม Bioedit ดว้ยวธีิ Neighbor-Joining/UPGMA method version *.-a0.' 

หมายเหตุ: Okrong   = มะม่วงอกร่อง 

  Khiaosawoey  = มะม่วงเขียวเสวย 

  Nongsaeng  = มะม่วงหนองแซง 

  Chok Anan  = มะม่วงโชคอนนัต ์

  NamDokMai = มะม่วงนํ าดอกไม ้

 

 จากผลการทดลอง พบว่า ในการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของมะม่วงนํ าดอกไม้
จาํนวน 6 พนัธ์ุปลูกด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทดืของยีน  rbcl พบว่า มะม่วงแก้วและ
มะม่วงหนองแซงมีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกนัมากที"สุด และมีความใกล้ชิดกบัมะม่วงโชคอนันต ์
เขียวเสวย อกร่อง และนํ าดอกไม ้ซึ" งมีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมนอ้ยที"สุดเมื"อเทียบกบัพนัธ์ุอื"นๆ 



 

 

บทที  5 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากผลการทดลอง พบว่า ในการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของมะม่วงนํ! าดอกไมจ้าํนวน 5 

ตน้และทาํการเพิ"มปริมาณยีน rbcl ดว้ยเทคนิค PCR จากนั!นนาํไปวิเคราะห์หาลาํดบัเบส และเปรียบเทียบลาํดบั
เบสกบัมะม่วงอีก 5 พนัธ์ุปลูก ได้แก่ มะม่วงอกร่อง, มะม่วงแก้ว, มะม่วงเขียวเสวย, มะม่วงหนองแซงและ
มะม่วงโชคอนันต์ พบว่า มะม่วงนํ! าดอกไม ้มีลาํดบัความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมที"ห่างจากมะม่วงพนัธ์ุอื"นมาก
ที"สุด ทั!งนี!  หากวิเคราะห์จากลกัษณะทั"วไปแลว้มะม่วงนํ!าดอกไมเ้ป็นมะม่วงผลเรียวยาว มะม่งดิบมีรสเปรี! ยว สุก
มีรสหวาน ต่างจากเขียวเสวย หนองแซง โชคอนนัตที์"สามารถทานดิบได ้หากพิจารณาจากผลคลา้ยอกร่อง แต่มี
ลกัษณะเมล็ดที"แบนกวา่ ซึ" งจากสิ"งดงักล่าว พอสรุปเบื!องตน้วา่ มะม่วงนํ! าดอกไมมี้ลกัษณะประจาํพนัธ์ุที"จาํเพาะ
เจาะจง หากใช้ส่วนของยีน rbcl ในการจาํแนกชนิดของมะม่วงที"ไม่ทราบพนัธ์ุจากตัวอย่างใบ ก็คาดว่าจะ
สามารถจาํแนกมะม่วงนํ! าดอกไมอ้อกจากมะม่วงชนิดอื"นได้ แต่อย่างไรก็ตาม การจะใช้เทคนิคการวิเคราะห์
ลาํดบัยีนดว้ยการใชย้นี rbcl จดักลุ่มมะม่วงพนัธ์ุดงักล่าว อาจเกิดขอ้จาํกดัขึ!นบางประการเกี"ยวกบัประสิทธิภาพ
ของเครื"องมือทางโมเลกุลที"ใช ้เช่น การเพิ"มปริมาณดีเอน็เอในบริเวณที"มีความแปรปรวนนอ้ยในวิธีหนึ"ง แต่กลบั
มีการเพิ"มปริมาณไดใ้นบริเวณที"มีความแปรปรวนมากในอีกวิธีหนึ"ง จึงทาํให้ผลการทดลองอาจไม่สามารถตอบ
โจทยที์"ตอ้งการทราบไดอ้ยา่งชดัเจนนกั ซึ" งจากการศึกษาที"ผา่นมา ไดมี้การศึกษาเปรียบเทียบดีเอ็นเอ 7 บริเวณ
ในพลาสติดเพื"อประเมินความเหมาะสมในการใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โคด  ไดแ้ก่ atpF-atpH spacer, ยีน matK, ยีน 

rbcl,ยีน  rpoB, ยีน  rpoC1, psbK-psbl spacer และ  trnH-psbA spacer เกณฑ์ที"ใช้ประกอบการพิจารณาความ
เหมาะสมคือ การได้มาซึ" งลําดับดีเอ็นเอ  คุณภาพของข้อมูล  และความสามารถในการจาํแนกสปีชีส์  จาก
การศึกษาครั! งนี!  PWG สรุปวา่บริเวณที"เหมาะสมสําหรับจาํแนกพืชคือ rbcl และ matK โดยตอ้งใชข้อ้มูลจากทั!ง
สองยีนร่วมกันในการระบุชนิดพืช  (2-locus barcode) (CBOL Plant Working Group, 2009) อย่างไรก็ดีแม้
คณะกรรมการระดบัสูงของ CBOL สรุปยนืยนัวา่ rbcl และ matK ไดรั้บความเห็นชอบในการถูกกาํหนดใหเ้ป็นดี
เอ็นเอบาร์โคด้ในพืชบก แต่คณะกรรมการยงัคงเห็นควรว่าการศึกษาดีเอ็นเอบริเวณอื"นสําหรับใช้เป็นดีเอ็นเอ
บาร์โคด้จะยงัเป็นประโยชน์ในการเป็นขอ้มูลสํารองสําหรับความตอ้งการในบางกรณีที"ขอ้มูลจาก rbcl และ ไม่
เพียงพอสาํหรับการจาํแนกสปีชีส์พืชบางกลุ่ม (CBOL, 2009)  

สําหรับในกลุ่มพืช ยงัไม่สามารถระบุบริเวณที" เหมาะสมสําหรับใช้เป็น DNA barcode ได้แน่นอน 

ตวัอย่างการศึกษาเพื"อหาข้อสรุปเกี"ยวกับดีเอ็นเอที"ควรใช้เป็น DNA barcode ได้แก่ ในปี ค.ศ 1999 Hilu และ 

Alice ไดศึ้กษาสายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของพืชวงศ์ Poaceae โดยใชข้อ้มูลลาํดบัเบสของยีน matK พบวา่ยนีนี!
ถอดรหัสให้กรดอะมิโนจาํนวนไม่เท่ากันใน และพบการเพิ"มหรือการขาดหายไปของลาํดับเบสในบริเวณ
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อนุรักษ์ นอกจากนี! ยงัไดมี้การศึกษาบริเวณอื"น เช่น ยีน rbcl และ บริเวณ ITS โดย Chase และคณะ (2005) จาก
การศึกษาครั! งนี!ทาํให้ทราบวา่ ถึงแมว้า่ขอ้มูลลาํดบัเบสของยีน rbcl และ บริเวณ ITS จะเป็นขอ้มูลที"ดี และมีเก็บ
อยูเ่ป็นจาํนวนมากในฐานขอ้มูล Genebank แต่ก็ไม่สามารถนาํมาใชเ้ป็น DNA barcode ได ้เนื"องจากไม่สามารถ
ใชไ้ดใ้นพืชบางกลุ่ม และพบยงัวา่ยีน matK มีอตัราการแทนที"ของลาํดบัเบสที"สูงกวา่ยีนอื"น เช่น สูงกวา่ยีน rbcl 

2-3 เท่า ทําให้มีตําแหน่งที"ให้ข้อมูลสําหรับการวิเคราะห์มากกว่า จึงทําให้เหมาะสมในการนํามาศึกษา
ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการในระดับสกุลและชนิด และน่าจะมีความเหมาะสมในการนํามาใช้เป็น DNA 

barcode เช่นกนั ซึ" งสอดคลอ้งกบัขอ้มูลจากการประชุมโดยนกัวิทยาศาสตร์ ในเดือน มกราคม พ.ศ. 2550 จดัที" 
New York Botanical Garden ซึ" งได้ข้อสรุปว่า ดี เอ็นเอในพลาสติดบริเวณ  matK น่าจะเป็นบริเวณหนึ" งที"
เหมาะสมสําหรับใช้เป็น DNA barcode สําหรับการระบุพืช แต่ยงัคงตอ้งทาํการทดสอบเพื"อประเมินศกัยภาพ
สําหรับการใช้งานจริงต่อไป ดงันั!นงานวิจยันี! จึงไดท้าํการศึกษาลาํดบัเบสของยีน matK ในแง่ของการนาํมาใช้
เป็น DNA barcode ซึ" งจากเหตุผลดงักล่าวนี!  จึงตอ้งมีการทบทวนและวางแผนเพื"อคน้หาวิธีการในการพฒันา
เครื"องหมายโมเลกุลเพื"อให้สอดคล้องกบัการศึกษาแผนที"ทางพนัธุกรรมให้มีความเหมาะสมและสามารถจดั
จาํแนกความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของมะม่วงนํ!าดอกไมใ้หมี้ประสิทธิภาพมากยิ"งขึ!นต่อไป 
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การเตรียสารเคมีที!ใช้ในงานวิจัย 

1.  การเตรียมสารละลายตน้ตอ CTAB buffer 

1.1  CTAB 10 เปอร์เซ็นต ์(50 มิลลิลิตร) 

ชั!ง CTAB        5.0  กรัม 

ละลายดว้ยนํ"ากลั!น      50 มิลลิลิตร 

1.2  Tris-HCl 1 โมล่าร์ (25 มิลลิลิตร) 

ชั!ง Tris base        3.03 กรัม 

ละลายดว้ยนํ"ากลั!น      25 มิลลิลิตร 

1.3  EDTA 1 โมล่าร์ (20 มิลลิลิตร) 

ชั!ง EDTA        7.44 กรัม 

ละลายดว้ยนํ"ากลั!น      20 มิลลิลิตร 

1.4  NaCl 3 โมล่าร์ (50 มิลลิลิตร) 

ชั!ง NaCl       8.77  กรัม 

ละลายดว้ยนํ"ากลั!น      50 มิลลิลิตร 

2.  การเตรียมเอนไซม ์Proteinase K (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

ชั!ง Proteinase K        10 มิลลิกรัม 

เติมนํ"ากลั!น        986.7  ไมโครลิตร 

Tris-HCl 1 โมล่าร์ (pH 7.5)      10  ไมโครลิตร 

NaCl 3 โมล่าร์        3.3 

 ไมโครลิตร 

บ่มที!อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั!วโมง แลว้เก็บที! -20 องศาเซลเซียส 

3.  การเตรียมเอนไซม ์RNase A (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 ชั!ง RNase-A        1  มิลลิกรัม 

ละลายดว้ยนํ"ากลั!น       1  มิลลิลิตร 

เก็บที! -20 องศาเซลเซียส 
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4.  TE buffer (250 มิลลิลิตร) 

ชั!ง Tris base       0.303 กรัม 

EDTA        0.093 กรัม 

เติมนํ"ากลั!น       250 มิลลิลิตร

 ปรับ pH ใหไ้ด ้8 เก็บที! 4 องศาเซลเซียส 

5.  TBE ความเขม้ขน้ 10 เท่า (1000 มิลลิลิตร) 

Tris base (hydroxyl methyl,aminomethane)   108  กรัม 

Boric acid       55 กรัม 

EDTA 0.5 โมล่าร์ (pH 8.0)     40  มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรดว้ยนํ"ากลั!น      1000  มิลลิลิตร 

6.  เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์(w/v) (70 มิลลิลิตร) 

ชั!ง อะกาโรส       0.7  กรัม 

ปรับปริมาตรดว้ย TBE buffer เขม้ขน้ 1 เท่า   70 มิลลิลิตร 

ตม้จนละลายดว้ย hot plate หรือ ไมโครเวฟ 

7.  เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์(100 มิลลิลิตร) 

เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์     95  มิลลิลิตร 

เติมนํ"ากลั!น        5 มิลลิลิตร 

8.  เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์(100 มิลลิลิตร) 

เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์     70  มิลลิลิตร 

เติมนํ"ากลั!น        30 มิลลิลิตร 

9.  คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) (100 มิลลิลิตร) 

เติมคลอโรฟอร์ม       96  มิลลิลิตร 

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์      4  มิลลิลิตร 

เก็บไวใ้นขวดสีชา 
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10. การเตรียม CTAB buffer สาํหรับสกดัดีเอน็เอ (800 ไมโครลิตร) 

สารละลายตน้ตอ้ CTAB buffer ความเขม้ขน้ที!ตอ้งการ ปริมาณต่อตวัอยา่ง (ไมโครลิตร) 

CTAB 10 เปอร์เซ็นต ์ 2 เปอร์เซ็นต ์ 160.00 

Tris-HCl 1 โมล่าร์ 100 มิลลิโมล่าร์ 80.00 

EDTA 1 โมล่าร์ 20 มิลลิโมล่าร์ 16.00 

NaCl 3 โมล่าร์ 1.4 โมล่าร์ 373.33 

ß-mercaptoethanol 1.2 เปอร์เซ็นต ์ 1.60 

Proteinase-K 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 8.00 

นํ"ากลั!นปลอดเชื"อ - 161.07 

รวม - 800  

หมายเหตุ  เขยา่สารละลายใหเ้ขา้กนั และอุ่นที! 60 องศาเซลเซียสก่อนใชง้าน 
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ภาพที! 4 เครื!องควบคุมปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Swift™ MaxPro Thermal Cycler) 

ภาพที! 5 ชุดเครื!องถ่ายภาพดีเอน็เอ (UV Transilluminator, ยี!หอ้ UVP,  รุ่น LLC Upland, cambridge, UK) 
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ภาพที! 7  เครื!องวดัการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer,  

           ยี!หอ้ SHIMADZU, รุ่น UV-#$%%) 

ภาพที! 6  เครื!องแยกดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า ในวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส  

    (Mupid-EXU® Gel Electrophoresis System) 
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ภาพที! 9  ชุดสกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิกระดาษเซลลูโลสเมทริกซ์  
 (FTA™ Plant Kit, What Man, UK) 

ภาพที! 8  สารละลายตน้ตอที!ใชใ้นการเตรียม CTAB buffer ในการสกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิ CTAB 
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ภาพที! 12  สียอ้มดีเอ็นเอ (&X Novel juice DNA staining dye, GeneDireX®) 

ภาพที! 10  Agarose gel (Invitrogen™) ภาพที! 11  DNA Marker หรือ DNA Ladder 

 (VC 100bp Plus DNA Ladder, ViVaantis) 
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remember: this is an unrooted tree! 

Between        And            Length 

-------        ---            ------ 
   '                  Okrong                   %.%%''* 

   '                         +            %.%%%+, 

   +              Khiaosawoey              %.%%'+& 

   +                        ,             %.%%%+, 

   ,                         #            %.%%%+, 

   #                 Kaeo            %.%%%%% 

   #            Nongsaeng       %.%%%%% 

   ,            Chok Anan       %.%%'+& 

   '                                  NamDokMai       '.$'*$* 

ลาํดบันิวคลีโอไทดที์!ไดจ้ากฐานขอ้มูล NCBI 

Mangifera indica ribulose-#,*-bisphosphate arboxylase/oxygenase large subunit-like (rbcL) gene 

GenBank: GU0+*,++.# 

LOCUS       GU0+*,++                #,## bp    DNA     linear   PLN %#-MAR-'%#, 

DEFINITION  Mangifera indica ribulose-#,*-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit-

like (rbcL) gene, partial sequence; chloroplast. 

ACCESSION   GU0+*,++  VERSION     GU0+*,++.#  GI:+'10'%+&0 

SOURCE      chloroplast Mangifera indica (mango) 

REFERENCE   #  (bases # to #,##) 
AUTHORS   Muellner,A.N., Pell,S.K., Weeks,A., Clayton,J., Buerki,S., Chang,Y.-C. 

TITLE     Molecular phylogenetics of the eudicot order Sapindales based on plastid rbcL, atpB 

and trnL-trnF DNA sequences 

JOURNAL   Unpublished 

AUTHORS   Pell,S.K. 
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COMMENT     GenBank staff are still waiting for submitters to provide appropriate coding 

region information. 

FEATURES             Location/Qualifiers 

ORIGIN       

        # agccggcgtt aaagactata aattgactta ttatactcct gactatataa ccaaagatac 

       &# tgatatcttg gcagcattcc gagtaactcc tcaacctgga gttccacccg aggaagcagg 

      #'# ggctgcggta gctgcggaat cttctactgg tacatggaca actgtgtgga ccgatgggct 

      #1# taccagcctt gatcgttaca aaggacgatg ctacaacatt gagcccgttg ctggagaaga 

      ',# aaatcaatat atatgttatg tagcttaccc tttagacctt tttgaagaag gttctgttac 

      +%# taacatgttt acttccattg tgggtaatgt atttgggttc aaagccctgc gcgctctacg 

      +&# tctagaggat ctacgaatcc ctaccgcgta tataaaaact ttccaaggac caccgcatgg 

      ,'# gatccaagtt gagagagata aattgaacaa gtatggccgt cccctattgg gatgtactat 

      ,1# taaaccgaaa ttaggtttat ccgccggtag agctgtttat gaatgtctac gtggtggact 

      *,# tgactttacc aaagacgatg agaacgtgaa ctcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg 

      &%# tttcctattt tgtgcggaag ctatttagaa agcgcaggct gaaacaggtg aaattaaagg 

      &&# tcattacttg aatgctactg caggtacatg cgaagaaatg ataaaaaggg ctatatttgc 

      $'# aagagagttg agagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa 

      $1# tactagcttg gctcattatt gccgagataa tggtctactt cttcacatcc atcgtgcaat 

      1,# gcatgcagtt attgatagac agaagaatca tggtatgcac tttcgtgtac tagctaaagc 

      0%# tttacgtctg tctggtggag atcatattca ctccggtaca gtagtaggta aacttgaagg 

      0&# ggaaagagac ataactttgg gctttgttga tttactacgt gatgatttta ttgaaaaaga 

     #%'# tcgaagccgt ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ttaccaggtg ttctgcccgt 

     #%1# ggcttcaggg ggtattcacg tttggcatat gcctgctttg accgagatct ttggagatga 

     ##,# ttccgtacta caattcggtg gaggaacttt aggacaccct tggggaaatg cgccgggcgc 

     #'%# cgtagctaat cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgaag gacgcgatct 

     #'&# tgctcgcgag ggtaattaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aactggctgc 

     #+'# tgcttgtgaa gtatggaagg agatccaatt tgaattcgaa gcaatggata ctttgtaatc 

     #+1# cagtaattaa cgtttggttt attagtgaat g 

FASTA Format 

มะม่วงอกร่อง  
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TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTA 

 มะม่วงแก้ว 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

มะม่วงเขียวเสวย 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATAAGAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

มะม่วงหนองแซง 
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TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

โชคอนันต์ 

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATGACAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 

มะม่วงนํ" าดอกไม ้

TCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCCGGCGTTAAAGACTATAAATTGAC

TTATTATACTCCTGACTATATAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA

ACCTGGAGTTCCACCCGAGGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGA

CAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATTGAG

CCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATATATATGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAGAA

GGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTC

TACGTCTAGAGGATCTACGAATCCCTACCGCGTATATAAAAACTTTCCAAGGACCACCGCATGGG

ATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACC

GAAATTAGGTTTATCCGCTAAGAACTACGGTAGAGCTGTTTATGAATGTCTACGTGGTGGACTTGA

CTTTACCAAAGACGATGAGAACGTGAACTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTA 
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